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Tauopathien sind eine Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen, die durch die 
Akkumulation von hyperphosphoryliertem Tau, einem Mikrotubuli-assoziierten Protein, 
gekennzeichnet sind. Sie stellen in Hinblick auf ihre Klinik und Ätiologie ein heterogenes 
Krankheitsbild dar. Die genauen Mechanismen, die zu der Entstehung der Erkrankungen führen, 
sind noch ungeklärt.  
Eine Tauopathie, die als vorwiegend umweltbedingt gilt, kommt auf der karibischen Inselgruppe 
Guadeloupe vor und konnte Einblicke in die Entstehung von Tau-Pathologie zugrunde liegenden 
Pathomechanismen liefern. Es gibt Hinweise, dass die Entstehung dieser Tauopathie mit dem 
Konsum der Früchte und Blätter des dort beheimateten Baumes Annona muricata und dem 
enthaltenen Toxin Annonacin in Zusammenhang steht (Caparros-Lefebvre und Elbaz et al., 1999; 
Champy et al., 2005; Lannuzel et al., 2007). Annonacin ist ein Inhibitor von Komplex-I der 
mitochondrialen Atmungskette, der experimentell in vitro und in vivo zu neuronalem Untergang 
und Tau-Pathologie führt (Lannuzel et al., 2003; Champy et al., 2004; Escobar-Khondiker et al., 
2007).  
Auf der anderen Seite gibt es hereditäre Tauopathien, wie die Frontotemporalen Demenzen mit 
Parkinsonismus und Kopplung an das Chromosom 17 (FTDP-17). Verschiedene Mutationen im 
MAPT Gen, die meist durch ein autosomal-dominantes Muster vererbt werden, führen bei dieser 
Gruppe zur Entstehung der typischen Tau-Pathologie.  
Die bislang durchgeführten Untersuchungen konnten nicht klären, ob Annonacin die 
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, wie sie in Tauopathien anzutreffen ist, reproduziert 
und inwieweit eine genetische Veränderung des Tau-Proteins diesen Effekt begünstigt. In der 
vorliegenden Studie bedienten wir uns zur Lösung dieser Fragestellung des Komplex-1-Inhibitors 











Tauopathies are a pathologically defined group of neurodegenerative diseases whose hallmark is 
the aggregation of hyperphosphorylated tau, a microtubule-associated protein. Tauopathies 
represent a very heterogeneous entity with regard to their clinical picture and their etiology. The 
exact mechanisms that lead to the development of these diseases are unclear.  
An example of an environmentally caused tauopathy is the atypical Parkinson syndrome endemic 
in the Caribbean island of Guadeloupe, linked to high consumption of fruits or infusion of leaves 
of Annonaceae species (Caparros-Lefèbvre and Elbaz et al., 1999; Champy et al., 2005; Lannuzel 
et al., 2007). 
Annonacin is a natural mitochondrial toxin that inhibits complex I of the mitochondrial 
respiratory chain, that was shown to cause neuronal death and tau pathology in in vitro and in 
vivo experiments (Lannuzel et al., 2003; Champy et al., 2004; Escobar-Khondiker et al., 2007).  
On the other hand, many mutations in the tau gene have been associated with familial cases of 
tauopathies, such as the frontotemporal dementias with parkinsonism linked to chromosome 17 
(FTDP-17).  
Although it is widely accepted that both genetic and environmental factors are likely to contribute 
to the observed neurodegenerative lesions, it remains unclear how specific genetic backgrounds 
affect the susceptibility towards the exposure to environmental toxins. We aimed to investigate 
gene-environment interactions using experimental models of tau-associated neurodegeneration. 
We proposed to determine whether there was a pathogenic synergy between annonacin 
intoxication and a mutation in the tau gene that leads to FTDP-17.  We used transgenic mice 












1.1. Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau 
Zum Verständnis der Tauopathien soll zunächst auf die physiologischen Funktionen des Tau-
Proteins eingegangen werden.  Obwohl das Tau-Protein nicht ausschließlich im Hirngewebe zu 
finden ist, kommt es dort in hohen Konzentrationen vor und wurde zum ersten Mal aus diesem 
Organ isoliert (Cleveland et al., 1977). Vorwiegend wird Tau dort in den Neuronen exprimiert. 
Es gehört zu der Familie der Mikrotubuli-assoziierten Proteine und wird von dem Gen MAPT 
(microtubule-associated protein tau) kodiert, welches auf Chromosom 17q21 liegt. In 
physiologischer Form übernimmt das Tau-Protein eine Reihe an wichtigen Aufgaben. Auf der 
anderen Seite ist es das Protein, das durch seine pathologische Akkumulation die häufigste 
Ursache für neurodegenerative Erkrankungen im Menschen ist (Goedert et al., 2011). 
 
1.1.1. Aufbau 
Das Tau-Protein kann in sechs verschiedenen Isoformen mit einer Länge zwischen 352 und 441 
Aminosäuren vorliegen, welche durch alternatives Spleißen von insgesamt elf der 16 
vorhandenen Exons entstehen (Neve et al., 1986). Die Tau-Isoformen unterscheiden sich in der 
Anzahl der durch die Exons 2, 3 und 10 kodierten Inserts und Repeats (Lee et al., 2001). Exon 10 
kodiert für ein Repeat aus 31 Aminosäuren am C-terminalen Ende des Tau-Proteins. In 
Abhängigkeit davon, ob Exon 10 durch Spleißen entfernt wird oder nicht, entstehen aus der 
mRNA jeweils Isoformen mit drei Repeats oder Isoformen mit vier Repeats (3R oder 4R Tau). 
Durch das alternative Spleißen von Exons 2 und 3 entstehen Isoformen ohne, mit einem oder mit 
zwei Inserts aus 29 Aminosäuren am N-terminalen Ende des Tau-Proteins (0N, 1N, und 2N Tau). 
Zwischen dem N-terminalen und dem C-terminalen Ende befindet sich eine Prolin-reiche Region, 
die Ansatzpunkt vieler Tau-Kinasen ist (Hanger und Noble, 2011). Die Tau-Isoformen werden 
nach ihrer Anzahl an Aminosäure-Repeats (R) und Inserts (N) benannt: R3N0, R3N1, R3N2, 
R4N0, R4N1, und R4N2 (Himmler et al., 1989; Kosik et al., 1989; Goedert et al., 1989). Im 
Hirngewebe eines gesunden erwachsenen Menschen besteht normalerweise ein ausgeglichenes 
Verhältnis der 3R zu den 4R Tau-Isoformen von 1:1. Etwa 54% machen dabei die Isoformen mit 
einem Aminosäure-Insert (1N), 37% mit keinem Insert (0N), und 9% mit zwei Inserts (2N) aus 
(Goedert und Jakes; 1990). Das Tau-Protein ist normalerweise ein im hohen Maße lösliches 





hydrophil und hitzestabil (Goedert et al., 1991). In der nachfolgenden Abbildung 1 ist der Aufbau 




Abbildung 1: Darstellung der Tau mRNA und der sechs Tau-Isoformen. Die linke Graphik zeigt die 
Struktur der mRNA von Tau: die konstitutiven Exons sind als blaue, die alternativ gespleißten Exons als 
grüne und gelbe Kästen abgebildet. Die rechte Graphik zeigt die sechs Tau-Isoformen des menschlichen 
Gehirns, die durch das alternative Spleißen der Exons 2,3 und 10 entstehen. Sie unterscheiden sich u.a. 
durch ihre Anzahl an Repeats R1-4 (gelb). Das alternative Spleißen von Exon 10 bestimmt, ob eine 3R 
(E10-) oder eine 4R (E10+) Isoform entsteht. Durch das alternative Spleißen der Exons 2 und 3 wird die 
Anzahl von Aminosäuresequenzen N0, N1 oder N2 (grün) bestimmt (aus: Stamelou et al., 2010). 
 
1.1.2. Abbau 
Für den Erhalt einer Zelle ist das Gleichgewicht zwischen Synthese- und Abbauprozessen von 
entscheidender Bedeutung. Um überschüssige oder beschädigte Proteine abzubauen, benutzen 
Zellen zwei Hauptmechanismen: Die Verdauung durch proteolytische Enzyme innerhalb von 
Lysosomen und den Abbau über das ATP-abhängige Ubiquitin-Proteasom-System. Beim Abbau 
von Tau scheint der lysosomale Weg untergeordnet zu sein und das Ubiquitin-System im 
Vordergrund zu stehen (David et al., 2002; Goldbaum et al., 2003; Oddo et al., 2004).  
Die post-translationale Konjugation von Proteinen mit  Ubiquitinketten wird als Ubiquitinierung 
bezeichnet. Je nach Anzahl der verbundenen Ubiquitin-Moleküle unterscheidet man zwischen 
einer Mono-, Oligo-, Multi- und Poly-Ubiquitinierung. Am besten bekannt ist Ubiquitin in der 





oder beschädigte Proteine für den Abbau über das Ubiquitin-Proteasom-System markiert. Das 
Proteasom ist ein Multi-Protein-Komplex und enthält einen katalytisch aktiven Kern-Komplex, 
das 20S-Proteasom.  Hier werden ubiquinierte Proteine durch Chymotrypsin (CT)-ähnliche 
Aktivität, Trypsin (T)-ähnliche Aktivität und Peptidylglutamyl-Peptid Hydrolase (PGPH)-
Aktivität prozessiert (Orlowski und Wilk, 2000; Groll et al., 1997). Viele Forschungsergebnisse 
weisen darauf hin, dass das Ubiquitin-Proteasom-System bei der Degradation von Tau eine 
wichtige Rolle spielt. In vitro konnte der Abbau des Tau-Proteins durch das 20S-Proteasom 
gezeigt werden (David et al., 2002; Poppek et al., 2006). Es gibt Hinweise, dass die Hemmung 
des proteasomalen Abbaus in der Entstehung von manchen Tau-Pathologien involviert ist und die 
Akkumulation von Tau Protein durch einen Defekt oder eine Hemmung des Proteasoms 
verursacht wird. So konnte nachgewiesen werden, dass die Proteasom-Aktivität im post-mortem 
Gehirn von Patienten mit Alzheimer Demenz (AD) im Vergleich zu gesunden Patienten reduziert 
ist (Keller et al., 2000; Keck et al., 2003) und dass das aggregiertes Tau in vitro die proteasomale 
Funktion hemmt. Weiterhin (Keck et al., 2003; Poppek et al., 2006) konnte in vitro gezeigt 
werden, dass Tau-Phosphorylierung den Abbauprozess durch das 20S-Proteasom signifikant 
vermindert. Aber auch nicht-proteasomale Proteasen wie Cathepsin-D (Kenessey et al., 1997) 
und Caspasen (Canu et al., 1998) sowie Calpain 1 (Yen et al., 1999) führten in vitro zu einer 
Degradierung des Tau-Proteins. 
1.1.3. Funktion 
Tau spielt als häufigster Vertreter der Mikrotubuli-assoziierten Proteine eine wichtige Rolle bei 
dem Auf- und Abbau und bei der Stabilisierung der Mikrotubuli, den intrazellulären „Schienen“ 
für insbesondere axonale Transportprozesse (Fellous et al., 1977). Der dynamische Auf- und 
Abbau der Mikrotubuli aus Tubulin-Monomeren ist für die Entwicklung und Funktion von 
Nervenzellen unabdingbar. Hierdurch wird das axonale Wachstum während der Entwicklung 
gefördert, die axonale Struktur bewahrt, sowie der axonale Transport in der reifen Nervenzelle 
unterhalten (Esmaeli-Asad et al., 1994). Durch die Expression der verschiedenen Tau-Isoformen 
und durch den Grad der Phosphorylierung des Proteins wird Tau in seiner Funktion und seiner 
Bindeaffinität zu den Mikrotubuli reguliert. Physiologischerweise befindet sich das Tau-Protein 
vor allem in den Axonen der Nervenzelle und nur zu einem kleinen Anteil auch im Somabereich 
oder den Dendriten (Binder et al., 1985). Die Repeat-Regionen des Tau-Proteins binden 





bindende Domänen. Die Tau-Isoformen mit vier Repeats haben eine höhere Affinität zu den 
Mikrotubuli als diejenigen mit nur drei Repeats (Lee et al., 1989; Hutton et al., 1998). Die 
Funktion der Inserts des Tau-Proteins ist bislang unbekannt.  
 
1.1.4. Tau Phosphorylierung 
Das Tau-Protein kann posttranslational modifiziert werden. Dabei spielen Vorgänge wie 
Ubiquitinierung, Polyaminierung, Nitrierung, Proteolyse, Glykosylierung und die 
Phosphorylierung eine Rolle. Auf die Phosphorylierung soll hier näher eingegangen werden, da 
dieser Vorgang mit der Entstehung von Taupathologien in Zusammenhang gebracht wurde.  
Durch die Phosphorylierung von Tau wird dessen Funktion in hohem Maße beeinflusst. Tau ist 
ein Phospho-Protein, das normalerweise 2-3 Mol Phosphat pro Mol Tau-Protein enthält (Ksiezak-
Reding et al., 1992; Köpke et al., 1993; Kenessey und Yen, 1993). Das Tau-Protein kann an 
mindestens 80 Stellen phosphoryliert werden, wobei die Aminosäuren Serin und Threonin die 
spezifischen Bindungspartner sind (Hanger und Noble, 2011). Einige dieser Stellen konnten nur 
in pathologischen Tau-Aggregaten, nicht aber in gesunden Nervenzellen im phosphorylierten 
Zustand gefunden werden. Dazu gehören z.B. die Aminosäurestellen Thr212/Ser214, 
Thr231/Ser235 (Hoffmann et al., 1997) und Ser422 (Bussiere et al., 1999). Der 
Phosphorylierungsstatus des Tau Proteins ist das Ergebnis eines gemeinsamen Wirkens von 
Kinasen und Phosphatasen (Iqbal et al., 2009).  
1.1.4.1. Tau Phosphatasen 
Dephosphoryliert werden kann das Tau-Protein von den meisten Protein-Phosphatasen (Avila et 
al., 2004; Buée et al., 2000; Lau et al., 2002). Im Gehirn kommen die Protein-Phosphatasen (PP) 
1, 2A, 2B und 2C vor. Die Phosphatase PP2A scheint bei der Dephosphorylierung von Tau die 
wichtigste Rolle zu spielen (Goedert et al., 1995; Kins et al., 2001). Die Hemmung der PP1 und 
PP2A und PP2B konnte in Mäusen eine Phosphorylierung von Tau an bestimmten 
Aminosäuresequenzen in Mäusen hervorrufen (Sun et al., 2003; Ono et al., 1995). Die 
Phosphorylierung von Tau findet größtenteils an Aminosäuren im Bereich der Repeat-Domänen 
des Tau-Proteins statt (Mandelkow et al., 1995) und hat einen negativen Einfluss auf die 
Bindungs-Affinität von Tau zu den Mikrotubuli (Lee et al., 2001).  Eine Hyperphosphorylierung 
bezeichnet eine über das normale Maß hinausgehende Phosphorylierung des Tau-Proteins. In 





auftreten. Beispiele sind die neuronale Differenzierung und die axonale Ausbildung (Combs et 
al., 1998; Pope et al., 1993). Aber auch durch einen verminderten Stoffwechsel, etwa bei 
Hypothermie während einer Anästhesie sowie während des Winterschlafes konnte eine reversible 
Tau-Hyperphosphorylierung im Tiermodell beobachtet werden. Hier wird eine kurzzeitige 
Reduktion der PP2A vermutet (Planel et al., 2007; Su et al., 2008).   
1.1.4.2. Tau-Kinasen 
Das Tau Protein besitzt Phosphorylierungs-Stellen für eine große Anzahl von Protein-Kinasen. 
Dazu gehören u.a. die Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3), die Cyclin-abhängige Kinase 5 
(Cdk5), die Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK/ERK), die Stress-aktivierten Protein 
Kinasen (SAPK/JNK), p38 Kinasen, Calcium/Calmodulin-abhängige Kinasen (CaM Kinase II) 
und Casein Kinasen. Alle diese Kinasen können Tau in vitro phosphorylieren (Ferrer et al., 
2003). An der Phosphorylierung von Tau sind vor allem Prolin-gerichtete Serin/Threonin-
Kinasen beteiligt, die Tau an bestimmten Serin- und Threonin-Stellen v.a. im Bereich der Repeat-
Region mit den Mikrotubuli-Bindungsstellen am C-terminalen Ende des Proteins phosphorylieren 
können. Tau-Kinasen wurdenauch in Tau-Aggregaten von Patienten mit Tauopathien 
immunhistochemisch nachgewiesen (Ferrer et al., 2001; Knowles et al., 1999; Pei et al., 1998; 
Pei et al., 1999; Perry et al., 1999; Zhu et al., 2000; Zhu et al., 2001). Daher wird davon 
ausgegangen, dass Tau-Kinasen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Tauopathien 
spielen (Ferrer et al., 2003). Leider finden sich bislang wenige Studien, die sich mit der Rolle der 
Tau-Kinasen in vivo beschäftigt haben. Die Erforschung der Tau Kinasen mittels in vitro 
Modellen kann das komplexe Zusammenspiel der Kinasen in vivo nicht widerspiegeln. 
Angenommen werden hierarchisch geordnete Phosphorylierungs-Prozesse, während derer Tau 
von einer Kinase für die jeweils folgende Kinase markiert wird (Li et al., 2006). Zudem wurden 
viele in vitro Experimente in nicht-neuronalen Zellen durchgeführt. Kinase-Inhibitoren sind 
derzeit ein Ansatzpunkt klinischer Studien für Tauopathien (Medina und Castro, 2008; Höglinger 
et al., eingereicht). Tabelle 1 verschafft einen Überblick über einige Tau-Kinasen und ihre 








Tabelle 1: Tau-Kinasen und ihre jeweiligen Phosphorylierungsstellen. Die aufgeführten Kinases 
phosphorylieren Tau an einer oder mehreren durch ein ‚X‘ gekennzeichneten Threonin (T) oder Serin (S)-
Stellen, deren Position in der Aminosäure-Sequenz des Tau Proteins (längste Isoform) mit der 
entsprechenden Zahl angegeben ist (aus: http://www.alzheimer-adna.com/Images/TablePhosphoTau.gif) 
 
1.1.4.2.1. Glykogen-Synthetase-Kinase 3 
Vor allem die Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK-3) scheint in der physiologischen 
Phosphorylierung von Tau, aber auch in der Pathogenese vieler Tauopathien eine wichtige Rolle 
zu spielen (Ishiguro et al., 1993). Sie gehört, wie die meisten Tau-Kinasen, zu den Prolin-
gerichteten Serin/Threonin Kinasen. Es existieren zwei Isoformen, die GSK-3alpha und GSK-
3beta. Sie werden durch verschiedene Gene auf unterschiedlichen Chromosom (Chromosom 19 
und 3) kodiert. Ihre Funktionen sind von ihrem spezifischen Phosphorylierungsstatus an 
Threonin- und Serin-Residuen abhängig. GSK-3alpha wird durch Phosphorylierung an Serin 21 
(Ser21), GSK-3beta durch eine Phosphorylierung an Serin 9 (Ser9) inaktiviert. Die 
Phosphorylierung von GSK-3alpha und beta an den Tyrosin-Stellen Tyr279 und Tyr216 dient der 
Aktivierung (Hanger und Noble, 2011).  
Mehrere Studiendaten lassen vermuten, dass die Isoform GSK-3beta eine wesentliche Rolle in 






 Mehrere Studien konnten zeigen, dass GSK-3beta in Neuronen exprimiert wird und in 
vitro eine Tau-Phosphorylierung hervorrufen kann (Cohen und Frames, 2001; 
Flaherty et al., 2000; Lee et al., 2003). 
 Die von der GSK-3beta bedienten Tau-Epitope finden sich im aggregierten Tau in 
Alzheimer Demenz (AD),  Pick Krankheit (PiD), Progressiver Supranukleärer 
Blickparese (PSP) und Corticobasaler Degeneration (CBD) phosphoryliert (Hanger et 
al., 1992; Ferrer et al., 2001).  
 Die aktivierte Form der GSK-3beta(Tyr216) konnte in Assoziation mit Tau-
Pathologie  im Gehirn von AD Patienten vermehrt nachgewiesen werden (Leroy et al., 
2002).  
 Erhöhte GSK-3beta-Spiegel konnten in Neuronen und Gliazellen mit intrazellulären 
Tau-Aggregaten in AD, PiD, PSP und CBD beobachtet werden (Ferrer et al., 2001).   
 In transgenen Mäusen, die GSK-3beta überexprimieren, konnte eine Tau-
Hyperphosphorylierung und eine somato-dendritische Lokalisation von Tau 
reproduziert werden, wie sie für Tauopathien typisch ist (Lucas et al., 2001).  
 Die Hemmung von GSK-3beta konnte im Tiermodell eine Hyperphosphorylierung 
von Tau verhindern (Sereno et al., 2009; Muñoz-Montano et al., 1997).  
 Der GSK-3beta-Inhibitor Tideglusib führte im Rahmen einer klinischen Phase II 
Studie in PSP-Patienten - über ein Jahr angewendet  - zu einer verminderten 
zerebralen Atrophierate im Vergleich zu Placebo-behandelten Patienten (Höglinger et 
al., eingereicht). 
 
1.1.4.2.2. Cyclin-abhängige Kinase 5 
Für die Cyclin-abhängige Kinase 5 (Cdk5) wird  aufgrund einer Reihe von Studienergebnissen 
ebenfalls  vermutet, an der Entstehung von Tau-Pathologie beteiligt zu sein. Cdk5 wird 
vornehmlich in Nervenzellen exprimiert. Die Aktivität von Cdk5 wird durch die Abundanz seiner 
Regulatoren, insbesondere p35 und dessen Spaltprodukt p25, bestimmt. p35 wirkt als 
physiologischer Aktivator der Cdk5 (Hallows et al., 2003). Eine vermehrte Bereitstellung von 
p25 führt zu einer Überaktivierung von Cdk5 und wurde mit einer pathologischen 





Noble et al., 2003; Cheung und Ip, 2012). P35 wird dafür durch Calpain proteolytisch zu p25 
gespalten. Ein erhöhtes Verhältnis von p25 zu p35 führt zur Cdk5 Aktivierung und wird mit 
neuronalem Zelltod und Neuropathologie assoziiert gefunden (Patrick et al. 1999; Lee et al., 
2000; Plattner et al., 2006). Die Cdk5 steht, ebenso wie die GSK-3, im Zentrum mehrerer in vitro 
und in vivo Studien zu Tauopathien. Es konnten bisher folgende Zusammenhänge gezeigt 
werden:  
 
 Die Epitope, an denen Cdk5 das Tau-Protein phosphoryliert, überschneiden sich 
größtenteils mit denen der GSK-3 und sind demnach ebenso in aggregiertem Tau von 
AD-,  PiD-, PSP- und CBD-Patienten phosphoryliert (Hanger et al., 1992; Ferrer et 
al., 2001). 
 Cdk5 führt zu einer Tau-Phosphorylierung in vitro (Baumann et al., 1993). 
 Im Maus-Modell konnte eine Überexpression von p25 zu einer vermehrten Aktivität 
von Cdk5 und die Hyperphosphorylierung von Tau führen (Cruz et al., 2004; Noble et 
al., 2003; Cheung und Ip, 2012).   
 Im Hirngewebe von AD-Patienten konnte ein erhöhter p25/p35-Quotient 
nachgewiesen werden (Tseng et al., 2002). 
 Eine Phosphorylierung durch Cdk5 kann eine anschließende Phosphorylierung von 
Tau durch GSK-3beta verstärken (Sengupta et al., 1997).  
 
1.1.4.2.3. Mitogen-aktivierte Protein Kinasen 
Zur Familie der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPKs) gehören u.a. die extrazellulär 
regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1 und ERK2). Diese können ebenfalls Tau phosphorylieren 
(Reynolds et al., 2000) und sind mit Tau-Aggregaten in Tauopathien assoziiert (Ferrer et al., 
2001). MAPKs werden durch Phosphorylierung aktiviert. In bestimmten pathologischen 
Bedingungen unterscheidet sich die Menge an nicht phosphorylierten MAPKs nicht von 
Kontrollen, während die Spiegel von aktivierten MAPK/ERK1 und MAPK/ERK2 (Tyr204-
phosphoryliert) in AD, PiD, PSP und CBD deutlich erhöht sind (Ferrer et al., 2001). Ebenfalls zu 
den MAPKs ist die Stress-aktivierte Protein Kinase/Jun-Amino-terminale Kinase (SAPK/JNK) zu 
rechnen. In vitro kann SAPK/JNK das Tau-Protein an vielen Epitopen phosphorylieren (Goedert 





phosphoryliert) konnte in Tau-Aggregaten von Tauopathie-Hirngewebe vermehrt nachgewiesen 
werden (Zhu et al. 2001; Ferrer et al. 2001). Die SAPK/JNKs sollen insbesondere durch 
oxidativen Stress, UV-Strahlung, pro-inflammatorische Zytokine und bestimmte Mitogene 
aktiviert werden (Su und Karin 1996; Minden und Karin 1997). 
1.1.5. Tau-Fehlfunktion 
Unter physiologischen Bedingungen bindet Tau an die Mikrotubuli, reguliert ihre 
Wachstumsdynamik, stabilisiert sie und organisiert sie zu Mikrotubuli-Bündeln. In den 
Nervenzellen trägt Tau durch seine Interaktion mit den Mikrotubuli daher wesentlich zu der 
Aufrechterhaltung des Zytoskeletts und des axonalen Transports bei (s. Kapitel 1.1.3). Eine 
pathologische Hyperphosphorylierung von Tau durch Kinasen (Alonso et al., 1994; Lindwall und 
Cole, 1984) oder bestimmte Mutationen im MAPT Gen (Hong et al., 1998; Gasparini et al., 2007) 
führen zu einem Verlust der Bindungsfähigkeit des Tau-Proteins an die Mikrotubuli. Es kommt 
zu einer Depolymerisierung der Mikrotubuli und damit zu ihrem Funktionsverlust. Das 
ungebundene, hyperphosphorylierte Tau neigt zur Bildung von unlöslichen Polymeren. So 
entstehen unlösliche Tau-Aggregate, die sich im Zytoplasma ablagern. Untersuchungen in 
neuronaler Zellkultur und im Mausmodell konnten zeigen, dass Tau-Aggregate unmittelbar 
zytotoxisch wirken, wobei insbesondere ein apoptotischer Mechanismus durch Caspase-
Aktivierung diskutiert wird (Khlistunova et al., 2006; Messing et al., 2012; Mocanu et al., 2008).  
Sowohl der Funktionsverlust der Mikrotubuli durch die Ablösung des Tau-Proteins als auch die 
direkte Toxizität der Tau-Aggregate werden für die neuronale Dysfunktion und den Zelltod in 
Tauopathien verantwortlich gemacht (Stamelou et al., 2010). Basierend auf diesen 
pathophysiologischen Mechanismen lassen sich kausale Therapiestrategien für Tauopathien 
entwickeln. So werden derzeit Kinase-Inhibitoren, Mikrotubuli-Stabilisatoren und Inhibitoren der 
Tau-Aggregation im Mausmodell und zum Teil bereits in klinischen Studien auf ihre 
Wirksamkeit überprüft (Mullane und Williams, 2013). Abbildung 2 gibt eine schematische 








Abbildung 2: Das pathophysiologische Konzept der Tau-Fehlfunktion: 
A) Unter physiologischen Bedingungen bindet das nicht-phosphorylierte Tau (rot) an die Mikrotubuli 
(blau und grün) und stabilisiert sie. 
B) Unter pathologischen Bedingungen wird Tau durch Kinasen hyperphosphoriert (lila) und löst sich von 
den Mikrotubuli. Das ungebundene Tau bildet toxische Aggregate. Mikrotubuli depolymerisieren zu 
Tubulin-Monomeren und verlieren ihre Funktion. Mikrotubuli-Stabilisatoren, Kinase-Inhibitoren und 
Inhibitoren der Tau-Aggregation sind mögliche therapeutische Ansatzpunkte.   
Aus Stamelou et al., 2010. 
 
1.2. Tauopathien  
Als Tauopathien werden neurodegenerative Erkrankungen bezeichnet, die durch intrazelluläre 
Aggregate aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein gekennzeichnet sind (Lee et al., 2001; 
Ballatore et al., 2007). Sie sind in Bezug auf ihre klinische Manifestation, Degenerationsmuster, 
und Ätiologie eine sehr heterogene Erkrankungsgruppe. Tabelle 2 zeigt eine Übersicht über die 
Erkrankungen, die mit Ablagerungen von Tau-Protein assoziiert sind. Die wichtigsten 
Tauopathien sollen in der Folge kurz vorgestellt werden, um einen Überblick über die klinische 












Amyotrophe Lateralsklerose/Parkinson-Demenz Komplex 
Silberkornkrankheit 
Chronische traumatische Enzephalopathie  
Corticobasale Degeneration 
Diffuse Alzheimer-Fibrillen mit Kalzifizierung 
Down-Syndrom 
Familiäre Britische Demenz 
Familiäre Dänische Demenz 
Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus und Kopplung an das Chromosom 17 und Assoziation mit Tau 
Gerstmann–Sträussler–Scheinker Syndrom 
Atypisches Parkinson-Syndrom auf Guadeloupe 
Myotone Dystrophie 
Niemann–Pick-Krankheit Typ C 
Motoneuronerkrankung mit Neurofibrillen außerhalb von Guam  
Pantothen-Kinase assoziierte Neurodegeneration 
Pick Krankheit 
Postenzephalitisches Parkinson-Syndrom  
Spongiforme Enzephalopathie 
Progressive subcorticale Gliose 
Progressive Supranukleäre Blickparese 
X-chromosomale mentale Retardierung Typ Christianson  
Subakute sklerosierende Panenzephalitis 
Senile Demenz mit tangles 
Tauopathie der weißen Substanz mit globulären Einschlüssen 
 




Allen Tauopathien gemeinsam sind die prominenten intrazerebralen Tau-Aggregate, die in 
verschiedenen Zell-Typen vorkommen und sich im biochemischen Aufbau unterscheiden 
können. Die Tau-Aggregate werden nach ihrer Lokalisation und ihrem Erscheinungsbild 
unterschiedlich benannt (Lee et al., 2001). Neurofibrilläre Tangles (NFTs) finden sich 
intraneuronal im Perikaryon und in den proximalen Neuriten. Sie sind irregulär begrenzt und 
färben sich unterschiedlich intensiv mit Silber. Zudem finden sich Vorstufen der NFTs, die „Pre-
Tangles“ genannt werden und ein somato-dendritisches Verteilungsmuster in der Nervenzelle 
zeigen (Bancher et al., 1989). „Pick bodies“ sind runde oder ovale Einschlüsse mit homogener 





bodies“ werden Komma-förmige Tau-Aggregate bezeichnet, die typischerweise in 
Oligodendrozyten zu finden sind. „Astrozytäre Tuffs“ sind durch eine intensive, den gesamten 
Astrozyten betreffende Tau-positive Färbung gekennzeichnet. Alle Ablagerungen bestehen aus 
Tau-Filamenten, die entweder aus „straight filaments“ (SF) oder aus „paired helical filaments“ 
(PHF) aufgebaut sind. Das akkumulierte Tau-Protein unterscheidet sich je nach Tauopathie 
zusätzlich durch die vorherrschenden Tau-Isoformen (s.u.). Das topographische 
Verteilungsmuster der von der Neurodegeneration betroffenen Hirnareale variiert ebenfalls 
(Hanger et al., 2009).   
b) Klinik 
Die klinische Symptomatik von Tauopathien ist sehr variabel. Es treten sowohl kognitive als 
auch motorische Defizite auf. Gemeinsam sind ihnen der progrediente Verlauf und der Mangel an 
kausalen und meist auch an symptomatischen Therapiemöglichkeiten. Nachfolgend werden die 
Charakteristika der für das Verständnis dieser Arbeit relevanten Tauopathien zusammengefasst.  
1.2.1. Alzheimer Demenz 
Die Alzheimer Demenz (AD) ist die häufigste Ursache für Demenz bei Menschen älter als  65 
Jahre (Rocca et al., 1991). Sie ist durch fortschreitende mnestische Defizite sowie 
neuropsychiatrische Veränderungen und Verhaltens- und Sprachstörungen gekennzeichnet 
(Cummings et al., 2004). Die klinische Diagnose wird üblicherweise mit Hilfe der durch die 
National Institute of Neurologic and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease 
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) erarbeiteten Kriterien gestellt (McKhann 
et al., 2011). Die Prävalenz steigt mit dem Lebensalter und liegt in Westeuropa bei 5-6/100 
Einwohnern über dem 65. Lebensjahr (Ferri et al., 2005). 
Im Hirngewebe von AD-Patienten kommt Tau sowohl als PHF- als auch SF-Tau vor, welches 
größtenteils intraneuronal, aber auch in Gliazellen zu finden ist (Berry et al., 2001). Die 3R und 
4R Tau-Isoformen kommen in der AD in etwa gleichen Anteilen vor (Goedert et al., 1994). 
Zudem finden sich „senile Plaques“, die aus extrazellulären Ablagerungen des Proteins beta-
Amyloid bestehen. Das Vorkommen von intrazerebralen Aggregaten beider Proteine ist 
Voraussetzung für die neuropathologische Diagnosestellung der AD (Hyman und Trojanowski, 
1997). Makroskopisch zeigt sich eine temporo-parietal betonte Hirnatrophie (Hyman und 
Trojanowski, 1997). Die funktionelle Beziehung zwischen beta-Amyloid und Tau ist bislang 





Amyloid den ersten Schritt in der Pathogenese darstellt, während die Tau-Pathologie durch 
Störungen in Bildung und Abtransport von Amyloid erklärt wird (Agorogiannis et al., 2004; 
Forman et al., 2004). Daher wird die AD auch häufig als sekundäre Tauopathie bezeichnet. AD 
stellt die am intensivsten erforschte Tauopathie dar. 
 
1.2.2. Progressive Supranukleäre Blickparese 
Die Progressive Supranukleäre Blickparese (PSP) wird zu den atypischen Parkinson-Syndromen 
gerechnet. Klinisch zeigt sich typischerweise ein akinetisch-rigides Syndrom, begleitet von 
prominenter posturaler Instablitität mit Stürzen und Störungen der Okulomotorik. Desweiteren 
kommt es häufig zu Veränderungen der Persönlichkeit und des Verhaltens (Richardson et al., 
1963). Die klassische Verlaufsform der PSP wird mittlerweile nach dem Erstbeschreiber als 
Richardson-Syndrom (PSP-RS) bezeichnet im Gegensatz zu den kürzlich beschriebenen 
atypischen Manifestationen von PSP (Williams et al., 2005; Williams et al., 2007; Donker Kaat 
et al., 2007; Josephs und Duffy, 2008). 
Die klinische Diagnose wird gemeinhin anhand der sog. NINDS-SPSP Kriterien (National 
Institute of Neurological Disorders and Stroke and the Society for PSP) gestellt (Litvan et al., 
1996; Respondek et al., 2013).  
Die Prävalenz liegt bei 5 – 6/100.000 Einwohner, das mittlere Erkrankungsalter bei 63 Jahren 
und die mittlere Lebenserwartung bei 5,6 Jahren (Schrag et al., 1999; Nath et al., 2001).  
PSP ist neuropathologisch gekennzeichnet durch intraneuronale und intragliale Aggregate aus 
hyperphosphoryliertem Tau in Form von SFs. Sie sind als NFTs und „Neuropil Threads“  meist 
in den Basalganglien, dem Pons, dem oculomotorischen Komplex, sowie in der Medulla 
oblongata zu finden (Hauw et al. 1994). Glia-Zell-Pathologien, insbesondere die „astrozytären 
Tuffs“, in Abwesenheit von beta-Amyloid Plaques sind ein pathognomonisches 
neuropathologisches Merkmal der PSP (Bergeron et al., 1997). Assoziiert mit der Tau-Pathologie 
findet sich Gliose und Nervenzellverlust sowie gelegentlich  granulo-vakuoläre oder ballonierte 
argyrophile neuronale Degeneration (Hauw et al., 1994; Jellinger et al., 1995).  In der PSP 
akkumuliert vorwiegend das sogenannte 4-Repeat-Tau, welches im Western-Blot Proteinbanden 
bei 64 und 68 kD verursacht (Flament et al., 1991; Vermersch et al., 1994). Die 





1.2.3. Corticobasale Degeneration 
Bei der Corticobasalen Degeneration (CBD) zeigen sich klinisch meist eine akinetisch-rigide 
Symptomatik in Kombination mit anderen extrapyramidalen Bewegungsstörungen wie Dystonie 
und Aktions-Myoklonus mit einer markant asymmetrischen Manifestation, sowie Zeichen einer 
fokal-akzentuierten kortikalen Dysfunktion (v.a. Apraxie (ca. 80%), Alien-Limb Phänomen (ca. 
40%), kortikaler Sensibilitätssverlust (ca. 30%)) und Pyramidenbahnschädigung. Des Weiteren 
kann es zu Verhaltens- und Persönlichkeitsveränderungen kommen (Kompoliti et al., 1998; 
Mahapatra et al., 2004).  Nach den kürzlich veröffentlichen Konsensuskriterien (Armstrong et al., 
2013) erfordert die klinische Diagnose einer wahrscheinlichen CBD die asymmetrische 
Präsentation von mindestens zwei der folgenden Symptome: a) Extremitäten-Rigor oder -
Akinese, b) Extremitäten-Dystonie und c) Extremitäten-Myoklonus sowie die Anwesenheit von 
mindestens zwei der folgenden Symptome: d) orobuccale oder Extremitäten-Apraxie,  e) 
kortikaler Sensibilitätsverlust, f) „Alien limb“-Phänomen. Zusätzlich ist die Diagnose einer 
wahrscheinlichen CBD bei Anwesenheit mindestens einer der letzteren Symptome (a-f) und einer 
Primär-progressiven nicht-flüssigen Aphasie oder einem Frontalhirnsyndrom möglich.  
Die CBD ist eine sehr seltene Erkrankung. Es wird eine Prävalenz von unter 1/100.000 vermutet 
(Togasaki und Tanner 2000).  
Wie auch die PSP, weist die CBD pathologisch intraneuronale und intragliale Aggregate 
bestehend aus hyperphosphoryliertem Tau in Abwesenheit von beta-Amyloid Plaques auf. Die 
Tau-Aggregate bestehen sowohl aus PHFs als auch aus SFs. Sie  sind in großer Anzahl in der 
grauen und weißen Substanz zu finden (Ksiezak-Reding et al., 1994, Komori, 1999). 
Charakteristisch sind die sogenannten astrozytären Plaques und oligodendroglialen „coiled 
bodies“. Hauptsächlich findet sich die Tau-Pathologie kortikal im Gyrus frontalis superior, Gyrus 
parietalis superior, im Gyrus prä- und postcentralis sowie im Nucleus caudatus und Putamen. Es 
kommt zum Zellverlust im Kortex und in der Substantia nigra. Makroskopisch zeigt sich dabei 
meist eine markant asymetrisches Atrophiemuster (Dickson et al., 2002). In der CBD 
akkumuliert vorwiegend das sogenannte 4-Repeat-Tau (Flament et al., 1991; Vermersch et al., 
1994).  Die neuropathologische Diagnosestellung erfolgt anhand der durch das „Office of Rare 
Diseases“ aufgestellten diagnostischen Kriterien für die CorticobasaleDegeneration (Dickson et 






1.2.4. Frontotemporale Demenz 
Der Überbegriff Frontotemporale Demenz (FTD) fasst eine Gruppe von heterogenen klinischen 
und neuropathologischen Phänotypen zusammen, welche jedoch alle durch Veränderungen im 
Verhalten und der Persönlichkeit sowie Sprachstörungen gekennzeichnet sind. Die klinische 
Diagnosestellung der FTD erfolgt anhand der Lund-Manchester-Kriterien (Brun et al., 1994). 
Diese unterscheiden drei phänotypische Varianten der FTD, die heute als behavioral variant FTD 
(bvFTD), semantische Demenz (SD) und primär progressive Aphasie  (PPA) bezeichnet werden.  
Die Einteilung erfolgt in Abhängigkeit der in Vordergrund stehenden Symptomatik.  Das 
Erkrankungsalter ist sehr variabel. Die Prävalenz der FTD wird unterschiedlich beschrieben und 
variiert zwischen  2-3/100.000 Einwohnern in einer niederländischen Studie (Rosso et al., 2003) 
und 15/100.000 Einwohnern <65. Lebensjahr in einer britischen Studie (Mercy et al., 2008). 
Der Begriff FTD steht auch pathologisch für eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen 
Erkrankungen. Namensgebend sind der prominente Nervenzell-Untergang und die Gliose in der 
frontalen und temporalen Hirnrinde. Der Zusammenhang der vorherrschenden klinischen 
Symptomatik mit dem zugrunde liegenden neuropathologischen Muster ist nicht eindeutig 
(Hodges et al., 2004). Manchen, nicht aber allen FTDs liegt eine Tauopathie zugrunde. Zu den 
Tau-positiven FTDs gehören u.a. die Pick Krankheit (PiD) und die Frontotemporale Demenz mit 
Parkinsonismus und Kopplung. Letztere ist an das Chromosom 17 assoziiert und weisst eine Tau 
Gen Mutation (FTDP-17T) auf. Bei der PiD finden sich vorwiegend die kleineren Tau-Isoformen 
mit 3-Repeats, die ein Molekulargewicht von 60 und 64 kDA aufweisen. Typisch sind 
intrazytoplasmatische agryophile Tau-positive Einschlüsse, die sogenannten  Pick bodies 
(Kersaitis et al., 2004). Die FTDP-17T ist eine meist autosomal-dominant vererbte Tauopathie 
und macht etwa 5% aller FTDs aus (Goedert et al., 2011). Sie zeigt sich klinisch in Abhängigkeit 
der zugrunde liegenden Mutation, ist aber auch innerhalb eines Mutationstypus und sogar 
innerhalb einer Familie klinisch sehr variabel (Van Swieten et al., 2004). Häufig sind 
Veränderungen der Persönlichkeit und des Verhaltens, Sprachstörungen und das Auftreten von 
extrapyramidalen Störungen (Reed et al., 2001). Es sind bis heute 44 unterschiedliche, mit der 
FTDP-17T assoziierte Mutationen im MAPT Gen identifiziert worden (Goedert et al., 2011). Bei 
der FTDP-17T überwiegt entweder das 4-R-Tau oder es zeigt sich wie bei der AD ein 
ausgewogenes Verhältnis der 3- und 4 R-Isoformen, je nach zugrunde liegender Mutation. 
Mutationen, die in einer kodierenden Region außerhalb des Exons 10 liegen, führen i.d.R. zu 





Dagegen führen Mutationen innerhalb des Exons 10 bzw. innerhalb der Spleiß-Region von Exon 
10 i.d.R. zu einer Akkumulation von 4R-Tau (Hutton et al., 1998; Spillantini et al., 1998; Varani 
et al., 1999; Rohrer et al., 2011). Die neuropathologische Diagnose der FTDs und ihrer Subtypen 
erfolgt anhand der Kriterien der „Lund and Manchester Groups“ (Brun et al., 1994). Sie wurden 
in 2001 im Hinblick auf molekulare Charakteristika der Tau-Pathologie erweitert (Mc Khann et 
al., 2001).  
 
1.2.4.1. Die FTDP-17 Tau-Mutation R406W 
Die R406W Mutation des MAPT Gens wurde in Familien aus verschiedenen Ländern 
beschrieben, zuerst in einer nordamerikanischen Familie (Reed et al., 1997; Hutton et al., 1998), 
gefolgt von Familien in den Niederlanden (Rizzu et al., 1999; van Swieten et al., 1999), in 
Belgien (Rademaker et al., 2003), Schweden (Ostojic et al., 2004; Passant et al., 2004), 
Dänemark (Lindquist et al., 2008 und 2009) und Japan (Ikeuchi et al., 2008 und 2011). Der 
klinische Phänotyp zeigt sich sehr variabel und unterscheidet sich nicht nur zwischen den 
einzelnen Familien, sondern auch innerhalb einer Familie. Bei der Mehrzahl der Fälle entspricht 
das klinische Bild zunächst dem einer Demenz vom Alzheimer-Typ mit frühen kognitiven 
Beeinträchtigungen (Ikeuchi et al., 2011; Lindquist et al., 2008). Manche Fälle zeigen das 
typische Bild einer FTD mit prädominanten Verhaltensauffälligkeiten (Saito et al., 2002, Ikeuchi 
et al., 2008, Lindquist et al., 2008). Das Erkrankungsalter für die R406W-Mutation wurde 
bislang mit einer Spanne zwischen 47 und 68 Jahren dokumentiert (Ikeuchi et al., 2011). Für die 
R406W-Mutation wird eine vergleichsweise lange Überlebenszeit von bis zu 25 Jahren 
beschrieben (Kobayashi et al., 2003; Murrell et al., 1999), aber auch Fälle mit schnell 
progressivem Verlauf unter kurzer Überlebenszeit kommen vor (Saito et al., 2002; Ikeuchi et al., 
2011). 
1.2.5. Atypisches Parkinson-Syndrom von Guadeloupe 
Auf der karibischen Insel Guadeloupe wurde zum ersten Mal im Jahre 1999 ein außergewöhnlich 
häufiges Vorkommen eines atypischen Parkinson-Syndroms auf standardisierte Weise untersucht 
und beschrieben. Gleichzeitig konnte eine Assoziation mit dem Verzehr von den Bestandteilen 
der auf Guadeloupe beheimateten Pflanze Annona muricata hergestellt werden (Caparros-
Lefebvre und Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2007). Von den 87 untersuchten Patienten mit 





klinische Diagnose eines Morbus Parkinson. 36% der Patienten erfüllten die Diagnosekriterien 
für das Vorliegen einer “wahrscheinlichen” PSP, ein kleiner Anteil der Patienten zeigte zusätzlich 
Symptome einer Amyotrophen Lateral Sklerose (ALS), während die übrigen Patienten keinem 
bestimmten Parkinson-Syndrom zugeordnet werden konnten. Fast alle Patienten hatten eine 
ausgeprägte Dysphagie sowie Atemprobleme (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999). Der kausale 
Zusammenhang zwischen dem Verzehr von Bestandteilen der Pflanze Annona, insbesondere dem 
enthaltenen Annonacin, einem Inhibitor von Komplex-I der Atmungskette, und dem Auftreten 
dieses atypischen Parkinson-Syndroms konnte durch weitere experimentelle Studien untermauert 
werden (siehe Kapitel 1.3.2).  Der Verzehr von Pflanzenprodukten aus der Annona wurde 
ebenfalls mit der Entstehung des Parkinson-Demenz Komplexes auf der Insel Guam (Steele et 
al., 2002; Caparros-Lefevre et al., 2005) und dem atypischen Parkinson-Syndrom auf Neu 
Kaledonien (Angibaud et al., 2004; Caparros-Lefevre et al., 2004) in hypothetischen 
Zusammenhang gebracht.  
In 2002 konnte anhand einer neuropathologischen Kohorte gezeigt werden, dass es sich bei dem 
atypischen Parkinson-Syndrom von Guadeloupe um eine Tauopathie handelt (Caparros-Lefebvre 
et al., 2002). Neuropathologisch zeigt sich bei dem atypischen Parkinson-Syndrom von 
Guadeloupe ein der PSP sehr ähnliches Bild. Die Akkumulation von Tau-Protein ist insbesondere 
im Mittelhirn zu finden, welches biochemisch hauptsächlich die 4R-Tau-Isoformen beinhaltet 
(Caparros-Lefebvre et al., 2002).  
 
1.3. Ätiologie der Tauopathien 
Epidemiologische, klinische und experimentelle Daten suggerieren ein ätiologisches Spektrum 
der Tauopathien, das von rein monogen vererbten Formen bis zu überwiegend durch Umwelt-
Toxine verursachte Formen reicht. In der Mitte des Spektrums sind die Formen anzusiedeln, für 
deren Entstehung eine genetische Prädisposition im Zusammenspiel mit Auslöse-Faktoren aus 
der Umwelt verantwortlich gemacht wird. 
1.3.1. Genetik 
Die seltenen nach Mendelschem Erbgang vererbten Tauopathien sind mit einer Mutation des 
MAPT Gens, meist mit autosomal-dominantem Vererbungsmuster, assoziiert (Lee et al., 2001). 
Ein genetisch determiniertes Risiko, an einer neuropathologisch definierten PSP oder CBD zu 





MAPT Gens (Houlden et al., 2001; Höglinger et al., 2011; Sundar et al., 2007). Neben der 
Assoziation von PSP und CBD zu dem H1-Haplotyp des MAPT Gens konnten in einer Genom-
weiten Assoziationsstudie genetische Veränderungen in Proteinen, die u.a. am vesikulären 
Transport, am Myelinaufbau und an einer Rückkopplungsfunktion des Endoplasmatischen 
Retikulums beteiligt sind, mit  PSP assoziiert werden (Höglinger et al., 2011).  
 
Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus und Kopplung an das Chromosom 17 und 
Assoziation mit Tau 
Im Jahre 1998 gelang die Identifikation von Tau-Mutationen als einem möglichen Auslöser einer 
Gruppe von klinischen Syndromen, deren Gemeinsamkeit eine Mutation im MAPT Gen mit 
meist autosomal-dominantem Vererbungsmuster ist. Sie werden Frontotemporale Demenz mit 
Parkinsonismus und Kopplung an das Chromosom 17 und Assoziation mit Tau (FTDP-17T) 
genannt (Poorkaj et al., 1998; Hutton et al. 1998; Spillantini et al. 1998). Dies stellte einen 
Meilenstein in der Erforschung der Tauopathien dar, da demonstriert werden konnte, dass eine 
primäre Fehlfunktion des Tau-Proteins ausreicht, eine Neurodegeneration auszulösen. Bis heute 
konnten 44 unterschiedliche, mit der FTDP-17 assoziierte Mutationen im MAPT Gen identifiziert 
worden (Goedert et al., 2011). Die identifizierten Mutationen liegen in den Exons 1, 9, 10, 11, 12, 
und 13 des MAPT Gens, vornehmlich in den Mikrotubuli-bindenden Repeat-Regionen. Sie 
verursachen entweder ein fehlerhaftes Spleißen von Exon10 der mRNA mit nachfolgender 
Verschiebung des Verhältnisses von 3R zu 4R Tau-Isoformen (Hutton et al., 1998; Varani et al., 
1999; Spillantini et al., 2000), verändern die Tau-Mikrotubuli-Interaktion, oder steigern Tau-
Aggregationsneigung (Hasegawa et al., 1998; Hong et al., 1998). Auch haben einige Mutationen 
Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von Tau, insbesondere die Mutation R406W, und 
fördern damit die Tau-Aggregation (Lee et al., 2005; Crowther und Goedert, 2000; Delobel et al., 
2002). Einige Mutationen wirken sich über mehrere der oben genannten Mechanismen aus. Einen 














Tau-Aggregation in vitro Effekt auf das Spleißen 
von Exon 10 
R5H E1 Vermindert stimuliert kein Effekt 
R5L E1 Vermindert n.b. kein Effekt 
K257T E9 Vermindert stimuliert kein Effekt 
I260V E9 Vermindert stimuliert n.b. 
L266V E9 Vermindert stimuliert verstärkt 
G272V E9 Vermindert stimuliert n.b. 
N279K E10 Unverändert n.b. verstärkt 
⌂K280 E10 Vermindert stimuliert nur 4R-Tau vermindert 
L284L E10 n.b. n.b. verstärkt 
⌂N296 E10 Vermindert stimuliert/unverändert verstärkt 
N296H E10 Vermindert stimuliert verstärkt 
N296N E10 n.b. n.b. verstärkt 
P301L E10 Vermindert stimuliert 4R-Tau kein Effekt 
P301S E10 Vermindert stimuliert 4R-Tau n.b. 
G303V E10 n.b. n.b. verstärkt 
S305N E10 Verstärkt n.b. verstärkt 
S305S E10 n.b. n.b. verstärkt 
L315R E11 Vermindert n.b. n.b. 
K317M E11 Vermindert n.b. n.b. 
S320F E11 Vermindert n.b. n.b. 
G335V E12 Vermindert stimuliert n.b. 
Q336R E12 Verstärkt stimuliert n.b. 
V337M E12 Vermindert stimuliert nur 3R Tau n.b. 
E342V E12 Vermindert n.b. verstärkt 
S352L E12 Vermindert stimuliert n.b. 
K369I E12 Vermindert stimuliert n.b. 
G389R E13 Vermindert n.b. n.b. 
R406W E13 Vermindert unverändert n.b. 
T427M E13 n.b. n.b. n.b. 
 
Tabelle 3: Übersicht über FTDP-17 assoziierte Tau-Mutationen, ihre Lokalisation (E = Exon, n.b.= 
nicht bestimmt), ihren Einfluss auf die Bindefähigkeit des Tau-Proteins auf die Mikrotubuli, auf die Tau-
Aggregation und auf das Spleißen von Exon 10.   
Aus: Gasparini et al., 2007 
 
Die R406W-Mutation 
Die R406W-Mutation ist eine Punktmutation des MAPT Gens an der Position 406, bei der die 
Aminosäure Arginin (R) gegen Tryptophan (W) ausgetauscht wird. Sie soll hier hervorgehoben 
werden, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit R406W-Tau-transgene Mäuse untersucht 
wurden. Die R406W-Mutation liegt im Bereich des Exons 13 innerhalb der Mikrotubuli-
Bindungsregion (Ingram und Spillantini, 2002). Sie betrifft, im Gegensatz zu Mutationen im 
Exon 10, alle 6 Tau-Isoformen (Ingram und Spillantini, 2002; Tsuboi et al., 2002). Während 
durch diese Mutation die Tau-Aggregationsneigung nicht gesteigert ist, so ist die Bindefähigkeit 





fehlerhaften Anordnung und Instabilität der Mikrotubuli in vitro (Rizzu et al., 1999; Vogelsberg-
Ragaglia et al., 2000). Die Auswirkung dieser Mutation auf den Grad der Phosphorylierung ist 
noch nicht eindeutig geklärt. In vitro-Experimente konnten zeigen, dass die R406W-Mutation die 
Tau-Phosphorylierung speziell an der sog. PHF-1-Bindungstelle (phospho-Ser396 und phospho-
Ser404) reduziert (Zhang et al., 2004; Hong et al., 1998; Vogelsberg-Ragaglia et al., 2000). 
Dennoch zeigten sich in autopsierten R406W-FTDP-17 Gehirnen das Wildtyp-Tau und das 
mutierte Tau gleichermaßen an der PHF-1 Stelle hyperphosphoryliert (Miyasaka et al., 2001). 
Auch konnten Alonso et al. (2004) nachweisen, dass aus E. coli-Stämmen isoliertes humanes 
R406W-mutiertes Tau durch zugeführte Tau-Kinasen in vitro an den PHF-1-Epitopen 
phosphoryliert wird. Möglicherweise ist also die Phosphorylierung an dieser Stelle in R406W 
Tau von den gewählten Bedingungen abhängig.  
Der H1-Haplotyp des MAPT Gens 
Als Haplotypen bezeichnet man typische Nuklidsequenzen an bestimmten Allelen auf einem 
Chromosom. Das MAPT Gen kommt in zwei Haplotypen vor, dem H1- und dem H2-Haplotyp, 
welche sich durch einen 900-KB-Inversions-Polymorphismus unterscheiden (Stefansson et al., 
2005). Der homozygote H1-Haplotyp für Tau ist in PSP- und CBD-Patienten im Vergleich zur 
gesunden Bevölkerung mit etwa 90% im Vergleich zu 60% deutlich überrepräsentiert (Houlden 
et al., 2001; Höglinger et al., 2011; Sundar et al., 2007). Es wird diskutiert, ob der H1-Haplotyp 
die Transkription und Inkorporation des Exons 10 in das Tau-Protein fördert und so ein erhöhtes 
Verhältnis von 4R zu 3R Tau und schließlich die PSP- und CBD-typische Tau-Pathologie erzeugt 
(Myers et al. 2007). Da jedoch der H1-Haplotyp auch häufig in der gesunden kaukasischen 
Bevölkerung vorkommt, müssen zusätzlich andere Faktoren in der Entstehung von CBD und PSP 
involviert sein. 
 
Andere genetische Risikofaktoren 
In einer Genom-weiten Assoziationsstudie mit sporadischen Patienten der primären Tauopathie 
PSP konnten genetische Varianten in den Genen EIF2AK, STX6 und MOBP mit einem 
signifikant gesteigerten Erkrankungsrisiko in Zusammenhang gebracht werden. EIF2AK kodiert 
das Protein PERK als Bestandteil des unfolded protein response (UPR) des Endoplasmatischen 
Retikulums. STX6 kodiert das Protein Syntaxin 6, welches sich im trans-Golgi-Netzwerk und auf 





welches von Oligodendrozyten produziert wird und Bestandteil des Myelins im zentralen 
Nervensystem ist (Höglinger et al., 2011). Welche Funktionen diese Veränderungen bei der 
Entstehung einer Tauopathie haben, ist noch ungeklärt.  
 
1.3.2. Umweltfaktoren 
Das unverhältnismäßig häufige Auftreten einer klinisch und pathologisch der PSP sehr ähnlichen 
Tauopathie auf der karibischen Inselgruppe Guadeloupe konnte in Zusammenhang mit dem 
regelmäßigen Verzehr von Bestandteilen des dort beheimateten Baumes Annona muricata 
gebracht werden (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Caparros-Lefebvre, et al. 2002; Lannuzel 
et al., 2007). Auch auf Neu-Kaledonien, Guam und den Marianen, einer Inselgruppe im Pazifik, 
wurde das Auftreten von atypischen Parkinson-Syndromen mit dem Konsum von 
Pflanzenprodukten aus der Annonaceae-Familie assoziiert (Angibaud et al., 2004; Steele et al., 
2002). Insbesondere die Sorte Annona murricata wird auf Guadeloupe als Nahrungsmittel und 
Heilpflanze geschätzt (Longuefosse und Nossin, 1996). Zwei Inhaltsstoffe erregten den Verdacht 
neurotoxisch zu sein, die Alkaloide und Acetogenine (Champy et al., 2004; Collins, 1999). Beide 
Substanzen können aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften mittels passiver Diffusion die 
Zellmembranen durchdringen (Champy et al., 2004). Die Acetogenine sind wie die ebenfalls 
pflanzliche Substanz Rotenon lipophile Inhibitoren von Kompex-I der Atmungskette und bereits 
in vivo und in vitro im nanomolaren Bereich toxisch (Lannuzel et al., 2003; Champy et al., 2004; 
Escobar-Khondiker et al., 2007; Höllerhage et al., 2009). Das Acetogenin  Annonacin ist in der 
Spezies Annona muricata mengenmäßig am meisten vertreten (Champy et al., 2005). Annonacin 
ist 50-fach toxischer für dopaminerge Neuronen und 2000-fach  toxischer für nicht-dopaminerge 
Neuronen als der klassische Komplex-I-Inhibitor MPP
+
 (Lannuzel et al., 2003). In neuronalen 
Primärkulturen führt die Intoxikation mit Annonacin im nanomolaren Bereich zu einer ATP-
Depletion, einer somatodendritischen Umverteilung des Tau-Proteins sowie zu Zelluntergang 
(Escobar-Khondiker et al., 2007; Höllerhage et al., 2009). In vivo-Experimente mit Ratten 
konnten nach chronischer systemischer Administration von Annonacin eine ATP-Depletion und 
ein PSP-ähnliches Neurodegenerationsmuster zeigen (Champy et al., 2004). In diesem 
Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass Annonacin bei peripherer Administration die 





Zusammenhang von Komplex-I-Inhibition durch Annonacin mit Tau-Pathologie hergestellt 
werden (Escobar-Khondiker et al., 2007).  
Auch andere Toxine konnten durch experimentelle Untersuchungen in den Zusammenhang mit 
der Entstehung einer neurodegenerativen Tau-Pathologie gebracht werden. Das Pestizid Rotenon, 
ebenfalls ein Hemmer von Komplex-1 der mitochondrialen Atmungskette, verteilt sich relativ 
homogen im Hirngewebe und ruft ein der PSP ähnliches Neurodegenerationsmuster hervor 
(Höglinger et al., 2003; Champy et al., 2004). Durch Rotenon-Intoxikation konnte in vivo bei 
Nagetieren eine zerebrale Tau-Pathologie hervorgerufen werden (Höglinger et al, 2005). 
Kürzlich konnte die Induktion von Tau-Pathologie durch eine Reihe weiterer, global verbreiteter 
natürlicher Komplex-I-Inhibitoren in Zellkultur nachgewiesen werden (Höllerhage et al., 2009).  
Die wichtigste Funktion der  Mitochondrien ist die Bereitstellung von energiereichen 
Phosphaten, insbesondere von ATP, durch die Atmungskette. Bei der sporadischen PSP konnte in 
vivo ein verminderter Glukose-Metabolismus (Foster et al., 1988), ein erhöhter ADP-Spiegel 
(Martinelli et al., 2000) sowie ein verminderter ATP-Spiegel (Stamelou et al., 2009) als Hinweis 
auf eine mitochondriale Dysfunktion gezeigt werden. Auch konnten in vitro-Experimente mit 
Cybrid-Zellen, die Mitochondrien aus PSP-Patienten enthielten, eine Dysfunktion des  Komplex-
I der Atmungskette und eine Verminderung der ATP-Spiegel nachweisen (Swerdlow et al, 2000; 
Albers und Beal, 2002; Chirichigno et al, 2002). 
Somit scheinen Komplex I Inhibitoren mögliche Umweltfaktoren zu sein, welche an der 
Entstehung einer Tau-Pathologie beteiligt sein können. 
1.3.3. Interaktion von Genetik und Umwelt 
Die Vermutung, dass das Zusammenspiel von Genetik und Umwelt bei der Entstehung von 
Tauopathien eine Rolle spielen könnte, ergibt sich insbesondere aus dem Erkenntnisgewinn im 
Bereich der Genetik. 
So sind im Rahmen sogenannter Genom-weiter Assoziationsstudien (GWAS) sogenannte 
Suszeptibilitäts-Polymorphismen in bestimmten Genen in Assoziation mit bestimmten 
Tauopathien gebracht worden (Harold et al., 2009; Höglinger et al., 2011), von denen 
angenommen wird, dass sie auf multifaktorielle Weise das Krankheitsrisiko erhöhen, ohne dass 
anamnestisch eine familiäre Häufung auffällt. Ein weiterer Ko-Faktor, möglicherweise aus der 
Umwelt des betroffenen Patienten einwirkend, scheint als zusätzlicher Auslösefaktor nötig zu 





Prädisposition für die PSP und CBD dar, die aber auch bei ca. 60% der gesunden 
Allgemeinbevölkerung gefunden wird. Aus diesem Grund scheint das zusätzliche Einwirken von 
Umweltfaktoren für die Pathogenese essentiell zu sein. 
Auch die große phänotypische Varianz bei Patienten mit einer R406W Mutation auf dem MAPT 
Gen, wie in Abschnitt 1.2.4.1 beschrieben, lässt sogar bei den autosomal-dominant vererbten 
Tauopathien eine zusätzliche Beeinflussung des klinischen Phänotyps durch Umweltfaktoren 
vermuten.  
Einige der Suszeptibilitäts-Polymorphismen oder Mutationen im MAPT Gen könnten 
insbesondere dazu führen, dass Nervenzellen vulnerabler auf bereits mit Tauopathien in 
Zusammenhang gebrachte Toxine, wie etwa mitochondriale Komplex-I-Inhibitoren, reagieren.  
 
1.4. Ziel der Arbeit 
 
Basierend auf den oben beschriebenen Erkenntnissen, untersuchten wir in der vorliegenden 
Arbeit die Hypothese, dass die R406W Mutation im MAPT Gen zu einer gesteigerten 
Vulnerabilität gegenüber dem prototypischen Tauopathie-assoziierten Komplex I Inhibitor 
Annonacin führt. 
 
Im Speziellen war das Ziel dieser Arbeit die Klärung der folgenden Fragen: 
 
1. Führt Annonacin in vivo zu einer somatodendritischen Akkumulation und 
Hyperphosphorylierung von Tau?  
2. Verstärkt die Expression von R406W-mutiertem Tau als genetische Prädisposition den 
Effekt von Annonacin? 
3. Führt Annonacin in vivo in Abwesenheit oder Anwesenheit von R406W-mutiertem Tau 
zu einer differentiellen Aktivierung von Tau-Kinasen? 
Zur Beantwortung dieser Fragestellung bedienten wir uns eines  
- transgenen Mausmodelles, das humanes Tau mit der R406W-Mutation exprimiert, und der  
- in vivo-Intoxikation mit Annonacin.  
 
Die Effekte der Komplex-I-Hemmung, der Mutation und von deren Interaktion (Kombination)  





und Wildtyp-Kontrollgruppen wurden mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Weiterhin wurde 
die Tau Expression auf der mRNA Ebene durch quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 
und der Tau-Abbau durch proteasomale Aktivitätsmessung  untersucht.  
 
2. Materialien und Methoden 
 
Für die Durchführung der Tierversuche lag die Genehmigung des Regierungspräsidiums Gießen 
vor (Ordnungsnummer V54-19c20/15(1)MR20/15-Nr03/2005). 
 
2.1. Tiermodell 
Unsere Experimente führten wir mit Wildtyp-Mäusen und mit transgenen Mäusen durch, welche 
die längste Isoform des humanen Tau-Proteins (4R2N) mit einer zusätzlich eingefügten 
Punktmutation an der Position 406, die zu einem Austausch der Aminosäure Arginin (R) gegen 





) und männliche Mäuse zum Einsatz. 
2.1.1. Herstellung des transgenen R406W+/+-Mausmodelles 
Die Herstellung der transgenen Tiere erfolgte im Labor von Virginia M.-Y. Lee, University of 
Pennsylvania School of Medicine (Philadelphia, USA). Hierzu wurde ein cDNA Konstrukt mit 
der längsten humanen Tau-Isoform (T40) mit Mutation (R406W) unter der Kontrolle des Maus-
Prion-Protein-Promotors in den Expressionsvektor geklont (MoPrP.Xho). Ein 15,3 KB großes 
Fragment mit der mutierten T40-Isoform wurde zusammen mit dem Promotor und seinen 
3´sowie 5´untranslatierten Sequenzen in eine fertilisierte Mauseizelle (C57BL6 x C3H 
(B6C3/F1)) mikroinjiziert und anschließend in ein pseudo-trächtiges Weibchen implantiert.  
2.1.2. Aufzucht der Versuchsmäuse 
Die Zuchtpaare der transgenen Mäuse dienten uns zum Aufbau einer eigenen Zucht in der 
geschlossenen Tierhaltung des Biomedizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Philipps 
Universität Marburg. Homozygote R406W
+/+
 und nicht-transgene Wildtyp (R406W
-/-
) Mäuse aus 
heterozygoter Zucht wurden für die Versuchsdurchführung im homozygoten Zustand vermehrt. 
Die Bestimmung des Genotyps erfolgte anhand von DNA-Proben aus dem Ohrgewebe der Mäuse 





Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) verifiziert. Für die Isolierung der 
DNA-Proben verwendeten wir den „pekGold tissue DNA extraction kit“ (PEKLAB, Erlangen, 
Germany). Die zerebrale Expression des mutierten humanen Tau-Proteins wurde mittels 
Western-Blot-Analyse verifiziert. Als Kontrolltiere benutzten wir Wildtyp-Mäuse (R406W
-/-
), die 




Als mitochondrialen Komplex-I-Hemmer benutzten wir Annonacin, das wie beschrieben aus 
Früchten der Annona muricata mittels Chromatographie isoliert und auf ihre Reinheit geprüft 
wurde (Champy et al., 2004).   
2.2.2. Annonacin-Exposition 
Wir verwendeten insgesamt N=41 R406W
-/-
 und N=42 R406W
+/+
 Mäuse für die 
Versuchsdurchführung. Jeweils vier bis sechs Mäuse des gleichen Genotyps wurden zusammen 
in einem Käfig bei 26°C unter einem 12-h/12-h  Hell-/Dunkel-Zyklus und mit freiem Zugang zu 
Nahrung und Wasser gehalten. Sowohl Wildtyp- als auch transgene Mäuse waren zum Zeitpunkt 
der Operation 16-18 Wochen alt und wogen 30-40 g. Die Versuchsmäuse erhielten entweder eine 
Annonacin- oder Placebo-Lösung über eine dreitägige Infusionsperiode mittels subkutan 
implantierter osmotischer Minipumpen. Die Annonacin-Infusionslösung wurde mit 
Dimethylsulphoxid (DMSO) und Polyethyleneglycol 400 (PEG) in einem Mischungsverhältnis 
von 1:1 hergestellt. Die Placebo-Infusionslösung enthielt lediglich DMSO und PEG in einem 
Mischungsverhältnis von 1:1.  Die osmotischen Minipumpen (Alzet 1003, 100µl, 1.04µl/h) 
wurden mit dieser Annonacin- oder Placebo-Flüssigkeit gefüllt und für mindestens vier Stunden 
vor der Implantation in steriler 0,9% (wt/vol) NaCl-Lösung inkubiert. Die Mäuse wurden durch 
eine intraperitoneale Injektion mit 0,1 mL/10g Ketamin:Xylazin in steriler 0,9% NaCl-Lösung 
(1:1:8) entsprechend einer Dosis von 10 mg/kg  Ketamin und 20 mg/kg Xylazin betäubt. Die 
Pumpen wurden unter Anästhesie subkutan paravertebral implantiert. Für die Bemessung der 
Infusionsrate von 6 oder 9 mg/kg Körpergewicht pro Tag richteten wir uns nach dem 
durchschnittlichen Körpergewicht der Versuchsmäuse. Die Mäuse wurden vor und nach der 





2.3.   Gewebegewinnung 
Nach Abschluss der dreitägigen Infusionsperiode wurde den Versuchsmäusen zunächst 
intraperitoneal 200 mg/kg Pentobarbital als letale Dosis verabreicht. Anschließend wurden die 
Mäuse zwei Minuten transkardial mit eiskalter Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) 
perfundiert. Das Gehirn wurde sofort entnommen und die Hirnhemisphären durch einen mitt-
sagittalen Schnitt getrennt. Eine Hemisphäre wurde sofort in jeweils vier Hirnregionen (a: 
frontaler Kortex, b: parietaler Kortex und Striatum, c: Mittelhirn, d: occipitaler Kortex und 
Cerebellum) zertrennt, in -30°C Isopentan tiefgefroren und bei -80°C für die Western-Blot-
Analyse, die proteasomale Aktivitätsmessung und die quantitative PCR aufbewahrt. Die andere 
Hemisphäre wurde für die histologische Untersuchung vorbereitet, welche Gegenstand einer 




Für die Western-Blot-Analyse verwendeten wir die frontalen Kortexhälften der Versuchsmäuse. 
Diese wurden auf Eis mit Hilfe einer 1000µl Pipette in kommerziellem Lyse-Puffer (T-PER 
Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific, Waltham, USA, Produktnummer: 78510) 
aufgeschlossen. Wir wählten dabei ein Verhältnis von 1 µg Gewebe auf 10 µl Lysepuffer. Dem 
Lysepuffer wurde zuvor 1% Protease-Inhibitor (Halt Protease Inhibitor Cocktail (100x), Thermo 
Scientific, Waltham, USA, Produktnummer: 78429) und 1% Phosphatase-Inhibitor (Halt 
Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x), Thermo Scientific, Waltham, USA, Produktnummer: 
78420) zugegeben. Im Anschluss wurden die aufgelösten Gewebeproben bei 10.000 g und 4°C 
über 5 Minuten zentrifugiert (Biofuge Stratos von Heraeus, Wehrheim, Deutschland) und das 
Pellet verworfen oder für die Isolierung der unlöslichen Tau-Fraktion aufbewahrt. Die 
Proteinkonzentration im Überstand ermittelten wir mit Hilfe eines kommerziellen Kits nach der 
Bicinchoninsäure-Methode (BCA assay kit, Thermo Scientific, Waltham, USA, Produktnummer: 
23225). Die Proben wurden auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 2 µg/µl standardisiert, 
wofür sie gegebenenfalls mit dem Phosphataseinihibitor- und Proteaseinhibitor-versetzten 
Lysepuffer (T-PER Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific, Waltham, USA, 





95°C in PCR-Behältern mit 25% Ladepuffer (LDS Sample Buffer, Non-Reducing (4X), Thermo 
Scientific, Waltham, USA, 84788) und 1% Reduktions-Reagenz (NuPage Reducing Agent (10x), 
Invitrogen, Carlsbad, USA, NP0004) erhitzt und danach auf Raumtemperatur abgekühlt.  
Für die Isolierung der unlöslichen Tau-Fraktionen verwendeten wir die Sarkosyl-Extraktions-
Methode nach Delobel et al., 2008. Die durch die erste Zentrifugierung gewonnenen Pellets 
wurden für diesen Zweck zunächst erneut in dem kommerziellen Lysepuffer mit 1% Protease- 
und 1% Phosphatase-Inhibitor homogenisiert und in einer Ultrazentrifuge (Tegimenta Centrikon, 
Milan, Italien, T-2070) mit 40.000 g bei 4°C für 20 Minuten zentrifugiert. Der resultierende 
Überstand wurde mit 1% Sarkosyl versetzt und für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden die Proben erneut in einer Ultrazentrifuge mit 80.000 g bei 4°C für 30 
Minuten zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 50 mmol/L Tris-HCl, pH 7,4 
gelöst. Dabei verwendeten wir 0.5 µl Tris-HCl für jedes mg der Ursprungsmasse der jeweiligen 
Gewebeprobe. Diese Proben wurden nun ebenfalls für 10 Minuten bei 95°C in PCR-Behältern 
mit 25% Ladepuffer (LDS Sample Buffer, Non-Reducing (4X), Thermo Scientific, Waltham, 
USA, 84788) und 1% Reduktions-Reagenz (NuPage Reducing Agent (10x), Invitrogen, Carlsbad, 
USA, NP0004) erhitzt und danach auf Raumtemperatur abgekühlt. 
Elektrophorese 
Die Elektrophorese führten wir mit Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelen (SDS-PAG) 
durch. Dafür fertigten wir ein 10%-iges Polyacrylamid-Trenngel und ein 5%-iges Polyacrylamid-
Sammelgel an. 
 
 Sammelgel 5% Trenngel 10% 
1.5M Tris pH 8.8 - 5 ml 
1,0M Tris pH 6,8 0,63 ml - 
30% Acrylamid-Mix 0,84 ml 6,7 ml 
dH20 3,4 ml 7,9 ml 
10% SDS 50 µl 200 µl 
10% Ammonium-Persulfat 50 µl 200 µl 
TEMED 5 µl 20 µl 
 
Jeweils 25 µg der zu analysierenden Proben bzw. 20 µl der Tris-HCl-Lösung mit den Sarkosyl-





vorgefärbte Protein-Molekulargewichts-Leiter (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland, SM0671) und eine Tau-Protein-Leiter (Tau Protein 
Ladder, rPeptide, T-1007-1) wurden ebenfalls auf die Gele aufgetragen. Die Proteine wurden mit 
einem 12-Kammer-Elektrophoresesystem (Mini Vertikal-Doppel-Elektrophorese-Kammer-
Standard TV 100, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Y001.1) bei einer Spannung von 120 V für 
circa 90 Minuten getrennt. Wir verwendeten dafür einen kommerziellen Elektrophorese-
Laufpuffer (Rotiphorese
®
 10x SDS-PAGE, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 3060.1).  
Proteintransfer 
Im Anschluss wurden die Proteine auf Nitrozellulose-Membranen (Nitrocellose membrane filter 
paper sandwich; 0.45µm pore size, Invitrogen, Carlsbad, USA,  LC2001) bei einer Stromstärke 
von 160 mA (circa 25 V) für drei Stunden auf Eis in einem Tankblot-System (MINI Tank-Blot-
System, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, AE 20.1) übertragen. Den Transfer-Puffer fertigten 
wir mit 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin und 20% Methanol ad Aqua bidest (pH 8,3) an. Die 
Effizienz des Protein-Transfers überprüften wir mit einer reversiblen Protein-Färbung 
(MemCode™ Reversible Protein Stain Kit for Nitrocellulose Membranes, Thermo Scientific, 
Waltham, USA, 2458).  
Detektion von Tau und Tau-Kinasen 
Die unspezifischen Bindungsstellen auf den Nitrozellulose-Membranen blockierten wir zunächst 
mittels einer einstündigen Inkubation in kommerzieller Blockierungslösung (Roti®-Block, Carl 
Roth, Karlsruhe, Deutschland, A151.1). Im Anschluss wurden die Membranen über Nacht mit 
den jeweiligen Primär-Antikörpern in Roti®-Block inkubiert. Dafür verwendeten wir folgende 
kommerzielle Antikörper und Konzentrationen:  
 
Antikörper Firma, Produktnummer Konzentration 
Anti-Tau5 Chemicon (Billerica, USA),  
# MAB361 
1:10.000 
Anti-Human Tau T14 Zymed Laboratories (San 
Francisco, USA) # 13-1400 
1:1000 
Anti-Human Tau HT7 Thermo Scientific (Waltham, 
USA), # MN1000 
1:1000 





USA), # MN1020 
Anti-PHF-Tau AT180 Thermo Scientific (Waltham, 




Cell Signaling (Danvers, USA),  
# 9251 
1:1000 
p44/42 MAPK [Erk1/2] Cell Signaling (Danvers, USA),  
# 4348 
1:1000 
GSK-3alpha Santa Cruz (Santa Cruz, USA ),  
# sc-7879 
1:1000 
GSK-3beta Santa Cruz (Santa Cruz, USA ),  
# sc-9166 
1:1000 
Phospho-GSK-3beta [Ser9] Cell Signaling (Danvers, USA),  
# 9336 
1:1000 
GSK-3beta [pY216] BD Transduction Laboratories 
(Franklin Lakes, USA), # 612313 
1:500 
Cdk5 Santa Cruz (Santa Cruz, USA),  
# sc-173 
1:50.000 
anti-p35/p25 Santa Cruz (Santa Cruz, USA),  
# sc-820 
1:1000 
Anti-alpha-Synuclein Chemicon (Billerica, USA),  
# AB5038P 
1:1000 




Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0.1% Tween für jeweils 10 Minuten inkubierten die 
Membranen für zwei Stunden mit den korrespondierenden Sekundär-Antikörpern mit 
konjugierter Meerrettich-Peroxidase (HRP) 1:1000 in Roti®-Block (Goat anti-Mouse IgG sc-
2005; Goat anti-Rabbit IgG sc-2004; Goat anti-Chicken IgG sc-2428; Santa Cruz). Nach 
erneutem dreimaligen Waschen in PBS/1% Tween für jeweils 10 Minuten wurde die Reaktion 
mit Hilfe von Chemolumineszenz entwickelt (Pierce, ECL substrate kit, Thermo Scientific, 
32106) und auf Röntgen-Filmen exponiert (Amersham Hyperfilm TM ECL, GD Healthcare, 
Pollards Wood, UK). Die Filme wurden danach mittels Entwicklungslösung, Stop-Bad und 
Fixierer entwickelt. Für die Wiederbenutzung der Membranen wurden die Primär- und 





ad 1 lReinstwasser, pH 2,2) entfernt und nach einstündigem Blockieren erneut mit Primär- und 
Sekundär-Antikörpern inkubiert.  
Auswertung 
Für die Quantifizierung der Protein-Banden wurde das Auswertungsprogramm Image-J (U.S. 
National Institutes of Health, MD, USA, http://imagej.nih.gov/ij/) benutzt. Die entwickelten 
Filme wurden dafür mit einem V33 Flatbed Scanner (Seiko Epson Corporation, Suwa, Japan) 
gescannt und die spezifischen Grauwerte der Proteinbanden ermittelt. Für die statistische 
Auswertung wurden die Antikörper-Signale mit den auf der gleichen Membran gefärbten 
entsprechenden Aktin-Banden normalisiert. 
2.4. Quantitative PCR 
Für die Genexpressionsanalyse auf der mRNA-Ebene wurde die reverse Transkription mit 
anschließender real-time PCR (rtPCR) eingesetzt. Zunächst wurde aus dem parietalen 
Hirngewebe der mit Placebo oder 9mg/kg/Tag Annonacin behandelten Wildtyp- und R406W
+/+
-
Mäuse die gesamte RNA mittels Qiagen RNeasy Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) isoliert. 
Die RNA-Integrität wurde durch den 2100 Bioanalyzer (Agilent) kontrolliert. Mittels SuperScript 
III First-Strand Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) wurde jeweils der erste Strang von 100 ng der 
gesamten RNA in cDNA umgeschrieben (reverse Transkriptase). Die rtPCR Experimente wurden 
mit jeweils 5 µl der 1:20 verdünnten Produkte aus der reversen Transkriptase, 0.4 µM von jedem 
Primer und 12.5 µl von Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA) in 
einem Gesamtvolumen von 25 µl durchgeführt. Zwei Primer-Paare wurden mittels Primer-
Express Version 1.0 hergestellt: ein Primer spezifisch für humane Tau cDNA (Vorwärts: 
GCTCCAAAGACACCACCCA; Rückwärts: GCTGTAGCCGCTGCGATC) und ein Primer für 
humane und murine Tau cDNA (Vorwärts: GGCTCCACTGAGAACCTGAA; Rückwärts: 
CCGGGACGTGTTTGATATT). Als Kontroll-Primer wurde ß-Aktin benutzt (Vorwärts: 
CTGTGTGGATCGGTGGCTC; Rückwärts: CTGCTTGCTGATCCACATCTG). Jede Probe 
durchlief als Triplett die rtPCR. Das Fluoreszenz-Signal wurde mittels ABI PRISM 7500 
Detektions-System (Applied Biosystems) gemessen. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der 
Menge der PCR-Produkte zu und erlaubt so die Berechnung des DNA-Gehaltes und so des 
ursprünglichen mRNA-Gehaltes in jeder Probe. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen 





Tau-mRNA-Startmenge wurde im Anschluss mit der des ß-Aktins mit der Formel r = 2
–Ct
 
with Ct = (Ct Tau - Ct beta-actin) sample – (Ct Tau – Ct beta-actin) R1 (first sample) normalisiert. 
2.5. Proteasomale Aktivitätsmessung 
Für die Messung der proteasomalen Aktivität wurden die parietalen Kortexhälften der mit 
Placebo oder 9 mg/kg/Tag Annonacin behandelten Wildtyp- und R406W
+/+
-Mäuse verwendet. 
Diese wurden bei 4°C durch Sonikation in einem Extraktions-Puffer  (25 mM Tris, pH 7,5, 1 mM 
DTT, 1 mM EDTA) gelöst und im Anschluss bei 4°C und 20.000 g für 20 Minuten zentrifugiert. 
Das Pellet wurde verworfen und die Proteinkonzentration im Überstand ermittelt (BioRad-
Protein-Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Der Abbau von 25 μM Suc-Leu-Leu-Val-
Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin (Chymotrypsin-ähnliche Aktivität), 40 μM N-t-Boc-Leu-Ser-
Thr-Arg-7-Amino-4-Methylcoumarin (Trypsin-ähnliche Aktivität), und 150 μM N-Cbz-Leu-Leu-
Glu-beta-Naphthylamid (Peptidylglutamyl-Peptid Hydrolase (PGPH)-Aktivität) wurde über 30 
Minuten in einer Lösung aus 20 μg Protein in 200 μl Tris-HCl bei 37°C mittels 
Spektrofluorimetrie gemessen (alle Substrate von Sigma). Dafür wurden Exzitations-/Emissions-
Wellenlängen von 350/440 nm für Aminomethylcoumarin und 333/410 nm für beta-Naphtylamin 
verwendet. Aus dem resultierenden Abfall der Peptidkonzentrationen konnten die gesamten 
Peptidase-Aktivitäten in den Proben berechnet werden. Um die Proteasom-spezifische Peptidase-
Aktivität zu erhalten, wurde der obige Versuch unter Beifügung von jeweils 20 µl des Proteasom-
Inhibitors MG-132 wiederholt. Die Differenz zwischen gesamter Peptidase-Aktivität und der 
verbliebenen Peptidase-Aktivität nach Zugabe des Proteasom-Inhibitors, das heißt der MG-132-
sensitiven Peptidase-Aktivität, wurde den proteasomalen Peptidasen zugeschrieben.  
2.6. Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung benutzten wir GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA). Die 
Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) ausgedrückt.  Ein P-Wert < 0,05 
wurde als statistisch signifikant angenommen. Gruppenvergleiche erfolgten mittels einfaktorieller 




, Placebo und 







3.1. Annonacin Toxizität 
Annonacin-Dosen von 6 und 9 mg/kg/Tag über drei Tage führten zu Mortalitätsraten zwischen 6-
13% bei Wildtyp- und R406W
+/+
-Mäusen. Eine höhere Annonacin-Dosis von 12 mg/kg/Tag 
bewirkte eine 100%ige Mortalitätsrate innerhalb von drei Tagen und wurde daher nicht weiter 
verfolgt. Auch eine längere Expositionsphase über 7 Tage mit 6 mg/kg/Tag Annonacin führte in 
Wildtyp-Mäusen zu einer Mortalitätsrate von 84%, so dass wir eine Expositionszeit von 3 Tagen 
beibehielten. 
Die Annonacin-Toxizität zeigte sich auch durch eine verminderte Mobilität und einen 
Gewichtsverlust von durchschnittlich 8.7% in den Wildtyp- und 6.6% in den R406W
+/+
-Mäusen 
bei 6 und 9 mg/kg/Tag Annonacin über 3 Tage. Die Placebo-behandelten Mäuse zeigten keinen 
signifikanten Gewichtsverlust und hatten eine Mortalitätsrate von 0%.  
 
3.2. Annonacin-Exposition führt zu erhöhter Menge an humanem und 
murinen Tau-Protein und zu einer Hemmung der proteasomalen 
Aktivität  im Gehirn von R406W+/+ transgenen Mäusen 
 
Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 3 grafisch dargestellt. Die 




-Mäuse konnte zeigen, 
dass der Tau-Protein-Spiegel in den R406W
+/+
-Mäusen nach einer in vivo-Behandlung mit 
Annonacin  über 3 Tage signifikant ansteigt, nicht jedoch in R406W
-/-
-Mäusen. Dabei kam es im 
Vergleich zur Placebo-Behandlung bei einer Annonacin-Dosis von 6 und 9 mg/kg/Tag zu einem 
Anstieg des humanen Tau-Proteins, d.h. des R406W-transgenen Tau-Proteins, welcher im 
Western-Blot durch die Antikörper T14 und HT7 dargestellt wird. Die Antikörper T14 und HT7 
binden spezifisch an die Epitope des humanen Tau-Proteins und markierten in der Western-Blot-
Analyse eine einzelne Bande mit einem Molekulargewicht von etwa ~69kDa in den R406W
+/+
-
Mäusen. Diese Bande entspricht der längsten Isoform des humanen Tau-Proteins (4R2N). In den 
R406W
-/-
-Mäusen wurde erwartungsgemäß keine Bande mit diesen Antikörpern detektiert. Der 
Protein-Spiegel des murinen und humanen Tau-Proteins, der durch den Tau5 Antikörper 
detektiert wird, markierte in den R406W
+/+
-Mäusen eine lange Tau-Isoform (~69 kDa), die dem 
humanen transgenen R406W-Tau, und eine kurze Tau-Isoform (~55 kDa), die dem endogenen 







-Mäusen im Vergleich zur Placebo-Behandlung erhöht. In den R406W
-/-
-Mäusen 
markierte der Tau5-Antikörper lediglich die kurze Tau-Isoform. Der Spiegel der kurzen Isoform 
wurde in den R406W
-/-
-Mäusen durch die Behandlung mit Annonacin nicht beeinflusst. Als 





-Mäuse, welche sich nach Annonacin-Behandlung nicht veränderten.  
Der Anstieg des Tau-Proteins wird nicht auf der transkriptionalen Ebene reguliert 
Um zu überprüfen, ob der Annonacin-induzierte Anstieg des humanen und murinen Tau-Proteins 
in den R406W
+/+
-Mäusen durch eine erhöhte Expression von Tau auf mRNA-Ebene verursacht 





-Mäusen. Die Spiegel der gesamten, d.h. der murinen und der 
humanen Tau-mRNA, und der humanen Tau-mRNA zeigten weder in den R406W
+/+
- noch in 
den R406W
-/-
-Mäusen einen Anstieg nach Behandlung mit 9 mg/kg/Tag Annonacin im Vergleich 
zur Placebo-Behandlung. Somit konnte, wie in Abbildung 3 grafisch dargestellt, keine 
Hochregulation der Tau-Expression auf transkriptioneller Ebene nach Annonacin-Exposition 
gezeigt werden. Dieser Befund legt nahe, dass der in der Western-Blot-Analyse gezeigte Anstieg 
des gesamten Tau-Proteins nach Annonacin-Exposition in den R406W
+/+
-Mäusen seine Ursache 
auf post-transkriptioneller Ebene hat. 
Annonacin inhibiert die proteasomale Aktivität in den R406W+/+-Mäusen. 
Auf post-transkriptioneller Ebene könnte ein gestörter Protein-Abbau zu einer Akkumulutation 
des Tau-Proteins führen. Da Tau hauptsächlich durch das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut 
wird (s. Abschnitt 1.2.1) untersuchten wir die proteolytische Aktivität des Proteasoms im 




-Mäuse. In den R406W
+/+
-Mäusen fanden wir 
eine signifikant verminderte Chymotrypsin-ähnliche (LLVY) und Caspase-artige (LLE) Aktivität 
des Proteasoms nach Annonacin-Behandlung mit 9 mg/kg/Tag im Vergleich zu 0 mg/kg/Tag. In 
den R406W
-/-
-Mäusen war die proteasomale proteolytische Aktivität nach Annonacin-
Behandlung unverändert. Ein verminderter Abbau des Tau-Proteins durch die Inhibition des 
Proteasoms könnte somit zu der Akkumulation von Tau in den Annonacin-intoxikierten 








Abbildung 3: Der Tau-Protein-Spiegel ist in den Gehirnen der R406W
+/+
-Mäuse nach Annonacin-
Exposition erhöht (0, 6 oder 9 mg/kg/d), nicht jedoch in den R406W
-/-
-Mäusen.  
A, B:  Der Spiegel des humanen Tau-Proteins (Antikörper T14 und HT7) ist in den R406W
+/+
-Mäusen 
nach Behandlung mit 6 und 9 mg/kg Annonacin im Vergleich zum Placebo (0 mg/kg Annonacin) erhöht.  
D, E: Der Antikörper Tau5 markiert eine lange Tau-Isoform bei ~69 kDa (humanes transgenes R406W-
Tau) und eine kurze Tau-Isoform bei ~55 kDa (endogenes Maus-Tau). Die Spiegel beider Isoformen sind 
nach Behandlung mit 6 und 9 mg/kg Annonacin in den R406W
+/+
-Mäusen erhöht (D,E); in den R406W
-/-
-
Mäusen wird nur die kurze Isoform detektiert. In den R406W
-/-
 Mäusen zeigt sich keine Veränderung des 
Tau-Spiegels nach Behandlung mit Annonacin (D).  
D,F: Die Proteinspiegel von α-Synuclein zeigten sich nach Behandlung der R406W-/-- und  R406W+/+-
Mäuse mit Annonacin nicht erhöht. 
A-D: Die Protein-Spiegel von β-Aktin sind als Ladekontrolle abgebildet.  
G, H: Die mittels quantitativer PCR ermittelten Spiegel der gesamten, d.h. der murinen und der humanen 
Tau-mRNA (G) und der human Tau-mRNA (H) zeigten weder in den R406W
+/+
- noch in den R406W
-/-
-
Mäusen einen Anstieg nach Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin.  
I: Die Chymotrypsin-ähnliche  (LLVY) und die Caspase-artige (LLE) proteolytische Aktivität war jedoch 
nach Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin in den R406W
+/+















3.3. Annonacin-Exposition führt zu einem signifikanten Anstieg  von 
unlöslichem und phosphoryliertem Tau-Protein im Hirngewebe von 
R406W+/+ transgenen Mäusen 
 
Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 4 grafisch dargestellt. Wir 
überprüften, ob eine Annonacin-Exposition zu einer veränderten Löslichkeit des Tau-Proteins 
führt. Dafür untersuchten wir im Western-Blot die Sarkosyl-unlösliche Gewebefraktion der 
R406W
+/+
- und der R406W
-/-
-Mäuse auf das Vorhandensein von Tau und Phospho-Tau.  Die 
Western-Blot-Analyse zeigte, dass eine Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin über drei Tage zu 
erhöhten Protein-Spiegeln von humanem Tau (HT7), gesamt-Tau (Tau5) und phosphoryliertem 
Tau-Protein (AT8 und AT180) in der Sarkosyl-unlöslichen Fraktion der Gehirnproben der 
R406W
+/+
-Mäuse führt. Im Hirngewebe Annonacin-behandelter R406W
-/-
-Mäuse konnte weder 
ein Anstieg des gesamten Tau-Proteins noch des phosphorylierten Tau-Proteins in der Sarkosyl-
unlöslichen Gewebefraktion beobachtet werden. 
Auch in der löslichen Fraktion des R406W
+/+
-Hirngewebes verursachte eine dreitägige 
Annonacin-Exposition eine dosisabhängige Zunahme des durch die Antikörper AT8- und 
AT180-markierten phosphorylierten Tau-Proteins sowohl in der langen als auch in der kurzen 
Isoform. Es ist also davon auszugehen, dass Annonacin sowohl zu einem Anstieg des 
phosphorylierten humanen Tau-Proteins, als auch des phosphorylierten endogenen murinen Tau-
Proteins führt. Im hohen Maße stieg auch der Quotient von AT180/Tau5 und AT8/Tau5 in den 
R406W
+/+
-Mäusen nach Annonacin-Exposition an. Die über den Anstieg des gesamten Tau-
Proteins hinausgehende Annonacin-induzierte Zunahme des phosphorylierten Tau-Proteins in 
den R406W
+/+
-Mäusen suggeriert, dass Annonacin nicht nur eine Tau-Akkumulation, sondern 
auch eine Tau-Phosphorylierung bewirkt. Im Hirngewebe Annonacin-behandelter R406W
-/-
-
Mäuse kam es zu keiner Alteration der phosphorylierten Tau-Spiegel. Die β-Aktin-Spiegel, die 
als Ladekontrolle dienten, veränderten sich weder in den R406W 
+/+
- noch in den R406W
-/-
-









Abbildung 4: Unlösliches und phosphoryliertes Tau-Protein tritt im Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse 




A: Die Western-Blot-Analyse zeigt erhöhte Protein-Spiegel von humanem Tau (HT7), Gesamt-Tau (Tau5) 
und Phospho-Tau (AT8 und AT180) in der Sarkosyl-unlöslichen Fraktion der Gehirnproben nach 
Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin in den R406W
+/+
-Mäusen (A), aber nicht in den R406W
-/-
-Mäusen 
(nicht abgebildet).  
B-D: In der löslichen Fraktion aus Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse verursacht Annonacin eine Dosis-
abhängige Zunahme des AT8-markierten Phospho-Taus sowohl in der langen als auch in der kurzen 
Isoform (B, C), jedoch nicht in den R406W
-/-
-Mäusen; die β-Aktin-Spiegel als Ladekontrolle sind 
abgebildet. 
F: Der AT8/Tau5-Quotient ist in den R406W
+/+
-Mäusen nach Annonacin-Exposition ebenfalls signifikant 
erhöht, im Unterschied zu den R406W
-/-
-Mäusen.  
B, F-H: Der Phospho-Tau Antibody AT180 zeigt ähnliche Ergebnisse. 






3.4. Annonacin-Exposition führt zu einem Anstieg von Tau-Kinasen in 
R406W+/+-Mäusen 
 
Eine Zunahme der Tau-Phosphorylierung nach Annonacin-Behandlung ließe sich durch eine 
Aktivierung von Kinasen erklären. Zur Prüfung dieser Hypothese untersuchten wir daher im 
Western-Blot die Protein-Spiegel einiger Tau-Kinasen, die Tau an den durch die Antikörper 
AT8- und AT180-markierten Serin- und Threonin-Epitopen phosphorylieren können.  Diese 
stellen gleichzeitig die am häufigsten mit Tauopathien assoziierten Kinasen dar (s. Kapitel 1.3). 
Dazu gehören GSK-3beta, ERK1/2, SAPK/JNK und Cdk5 sowie die Regulatorproteine p35 und 
p25.  Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 5 grafisch dargestellt. Die 





sich nach Annonacin-Exposition (0, 6 oder 9 mg/kg/d) im Western-Blot variabel verändert. 
Sowohl in den R406W
+/+
- als auch in den R406W
-/-
-Mäusen zeigte sich eine signifikante 
Erhöhung der SAPK/JNK-Spiegel die positiv mit der verabreichten Annonacin-Dosis von 6 bzw. 
9mg/kg/Tag korrelierte. Die Erk1/2-Spiegel waren ausschließlich in den R406W
+/+
-Mäusen und 
nach Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin erhöht. Ebenfalls nur in den transgenen Mäusen und 
nur mit einer Annonacin-Dosis von 9 mg/kg/Tag kam es zu einem erhöhten Spiegel der Gesamt-
GSK-3beta. Die phosphorylierten Formen der GSK-3beta, sowohl die aktivierte (Tyr216) als 
auch die inaktivierte Form (Ser9), zeigten sich nach Annonacin-Intoxikation nur in den 
R406W
+/+
-Mäusen und nur nach Behandlung mit 6 mg/kg Annonacin erhöht. Die Cdk5-Spiegel 
zeigten sich sowohl in den R406W
+/+
- als auch in den R406W
-/-
-Mäusen in positiver Korrelation 
zu der Annonacin-Dosis erhöht. Cdk5 benötigt die Interaktion mit p35 oder p39 für ihre 
Aktivierung. P25, das Spaltprodukt des p35, gilt als pathologischer Aktivator von Cdk5 (s. 
Abschnitt 1.1.4.2.2.). Interessanterweise zeigte sich ausschließlich in den transgenen Mäusen 
nach Behandlung mit 6 und 9 mg/kg Annonacin ein Abfall der p35-Spiegel bei gleichzeitigem 
Anstieg der p25-Spiegel.  Dies hat eine ausgeprägte Erhöhung des p25/p35-Quotienten von 10-

















Mäuse nach Annonacin-Exposition (0, 6 oder 9 mg/kg/d) variabel verändert.   




-Mäusen nach Exposition mit 6 und 9 mg/kg 
erhöht.  
A, C: Erk1/2-Spiegel sind nur in den R406W
+/+
-Mäusen nach Behandlung mit 9 mg/kg Annonacin erhöht.  
A, D-F: Die Spiegel der Gesamt-GSK-3beta sind nur in den R406W
+/+
-Mäusen nach Behandlung mit 9 
mg/kg Annonacin erhöht. Die Spiegel der phosphorylierten GSK-3beta sind sowohl in der aktivierten (E), 
als auch die der der inaktivierten Form (F) nur in den R406W
+/+
-Mäusen nach Behandlung mit 6 mg/kg 
Annonacin erhöht. 
A, G: Cdk5-Spiegel sind sowohl in R406W
+/+
- als auch in den R406W
-/-
-Mäusen nach Exposition mit 6 
und 9 mg/kg erhöht. 
A, H-J: In den R406W
+/+
-Mäusen, nicht aber in den R406W
-/-
-Mäusen kommt es nach Behandlung mit  6 
und 9 mg/kg Annonacin zu einem Abfall der p35-Spiegel (H) bei gleichzeitigem Anstieg der p25-Spiegel 
(I), was zu einem etwa 10-fachen bzw. 20-fachen Anstieg des p25/p35-Quotienten bei 6 mg/kg bzw. 9 
mg/kg Annonacin führt (J).  






4.1.: Die Annonacin-induzierte Akkumulation von Tau und proteasomale 
Hemmung im Hirngewebe der R406W+/+-Mäuse 
In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass eine Annonacin-Exposition über drei Tage in 
einer Dosis von 6 und 9 mg/kg/Tag den Gehalt sowohl des humanen als auch des murinen Tau-
Proteins im frontalen Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse erhöht. In den R406W
-/-
-Mäusen kam es 
hingegen zu keiner Erhöhung des Tau-Protein-Spiegels nach Annonacin-Exposition.  
Unser gewähltes R406W
+/+
-Mausmodell exprimiert neben dem endogenen murinen Tau 
zusätzlich die längste humane Tau-Isoform (4R2N) mit einer R406W-Mutation. In diesem 
transgenen Mausmodell kommt es im Alter von 12 Monaten zu einer vermehrten Akkumulation 
von Tau, einer reduzierten Bindung des Tau-Proteins an die Mikrotubuli und NFT-artigen 
Ablagerungen im Hippocampus (Zhang et al., 2004). Dieser altersabhängige Prozess war jedoch 
nicht Thema dieser Arbeit. Wir verwendeten R406W
+/+
-Mäuse im Alter von 16-18 Wochen, 
bevor sich also die beschriebene Tau-Pathologie ausbilden konnte. Das Mausmodell erlaubte uns 
die Erforschung des Einflusses von Annonacin unter Erhalt der natürlichen zellulären Netzwerke 
und der Blut-Hirnschranke in vivo. Die Beziehungen der Gliazellen zu den Neuronen, denen 
sowohl neuroprotektive als auch schädliche Effekte in Maus-Modellen für FTDP-17T 
zugeschrieben werden (Yoshiyama et al, 2007, Yata et al., 2011), konnten somit in unsere 
Untersuchungen mit einbezogen werden. Die von uns gewählten Kontroll-Mäuse (R406W
-/-
) 
exprimieren lediglich endogenes Maus-Tau. Zudem exprimieren die R406W
+/+
-Mäuse 8- bis 10-
mal mehr Tau als die R406W
-/-
-Mäuse, die nur endogenes Maus-Tau exprimieren (Zhang et al., 
2004). Ein besserer Vergleich von Annonacin-induzierten Veränderungen zwischen mutiertem 
Tau und Wildtyp-Tau wäre mit einem transgenen Maus-Modell gelungen, welches ebenfalls die 
längste humane Tau-Isoform, allerdings als Wildtyp-Form exprimiert und ebenfalls ein 8 bis 10-
faches Expressionsniveau des humanen Tau-Proteins besitzt. Ein solches Modell stellt z.B. die 
sogenannte hwT
+/-
 (human wildtype Tau)-Maus dar (Zhang et al., 2004), die aber für unsere 
Untersuchungen nicht zur Verfügung stand.  
Zur Überprüfung des Einflusses von Umweltfaktoren auf die Enstehung einer Tauopathie 
wählten wir den mitochondrialen Kompex-I Inhibitor Annonacin. Vorausgegangene Studien 
konnten zeigen, dass eine Annonacin-Exposition in mesencephaler Zellkultur aus Rattenembryos 





Stunden zu einer Umverteilung des Tau-Proteins in das Soma der Nervenzellen, zu einem 
Funktionsverlust der Mikrotubuli sowie zu neuronalem Zelltod führt  (Escobar-Khondiker et al., 
2007; Höllerhage et al., 2009). In Anlehnung an bereits durchgeführte Studien zur in vivo-
Intoxikation mit Annonacin und Rotenon von Ratten (Champy et al., 2004, Höglinger et al. 2003) 
wählten wir für unseren Versuch subkutan implantierte osmotische Mini-Pumpen und 
entschieden uns dabei für eine Expositionszeit von drei Tagen und für die Annonacin-Dosen von 
6 mg/kg/Tag und 9 mg/kg/Tag. Für die Kontrollgruppen benutzten wir osmotische Mini-Pumpen, 
die mit Placebo gefüllt waren. In Ratten konnte bereits gezeigt werden, dass Annonacin bei 
systemischer Administration durch osmotische Mini-Pumpen in einer Dosis von 3,8 mg/kg/Tag 
und 7,7 mg/kg/Tag über 28 Tage die Blut-Hirnschranke überwindet, über die Komplex-I-
Inhibition der Atmungskette eine ATP-Reduktion verursacht und ein PSP-artiges 
Neurodegenerationsmuster erzeugt (Champy et al., 2004). Die Mortalität der Annonacin-
behandelten Mäuse zeigte sich in unserer Studie mit 6-13% bei 6 mg/kg/Tag und 9 mg/kg/Tag 
und der Expositionsdauer von drei Tagen als vertretbar. Eine längere Expositionsdauer von 7 
Tagen mit einer Dosis von 6 mg/kg/Tag führte hingegen zu einer Mortalität von 84%. Eine 
höhere Infusionsrate von 12 mg/kg/Tag Annonacin führte innerhalb von drei Tagen zu einer 
Mortalität von 100%.  
Die Western-Blot-Analyse stellte eine zuverlässige Methode zur Bestimmung der zerebralen 
Tau-Protein-Spiegel dar. Durch eine Normalisierung mit Aktin konnten Fehler bei der 
Auftragung der Proben auf das Gel detektiert werden. Wir verwendeten bewährte kommerzielle 
Tau-Antikörper, die spezifisch Gesamt-Tau (Tau5) bzw. humanes Tau (T14 und HT7) 
nachweisen. Die Auswertung erfolgte mittels Dichtemessung der Antikörper-markierten Banden 
mit Hilfe eines kommerziellen Programmes. Das Auftreten von Fehlerquellen ließ sich somit 
gering halten.  
Eine erhöhte Expression des Tau-Proteins auf der mRNA-Ebene nach Annonacin-Intoxikation 
konnten wir weder in den R406W
+/+
-Mäusen noch in den R406W
-/-
-Mäusen nachweisen. Die 
Annonacin-induzierte Akkumulation von Tau-Protein in den R406W
+/+
-Mäusen ging also nicht 
mit einer vermehrten Expression von Tau einher. Zu diesem Ergebnis kam auch eine 
vorausgegangene Studie, bei der es in mesencephaler Zellkultur zu einem Annonacin-induzierten 
Anstieg des Tau-Protein-Spiegels, jedoch nicht zu einem Anstieg des Tau-mRNA-Spiegels kam 
(Escobar-Khondiker et al., 2007). Wir untersuchten daher, ob die Annonacin-induzierte 
Akkumulation von Tau-Protein in unserem R406W
+/+





Tau-Protein verursacht wird. Tau wird intrazellulär hauptsächlich durch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) abgebaut (David et al., 2002; Goldbaum et al., 2003; Oddo et al., 
2004). Die Aktivitätsmessung der proteasomalen proteolytischen Aktivität in dieser Arbeit zeigte 
eine Annonacin-induzierte Hemmung der Chymotrypsin-artigen und Peptidylglutamyl-Peptid 
Hydrolase Aktivität ausschließlich im Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse.  
Anzunehmen ist daher, dass ein verminderter Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System die 
Annonacin-induzierte Akkumulation von Tau-Protein in den R406W
+/+
-Mäusen hervorruft. 
Interessanterweise kam es in den R406W
-/-
-Mäusen weder zu einer Tau-Akkumulation noch zu 
einer Hemmung des Proteasoms nach Annonacin-Exposition. Ein möglicher Pathomechanismus, 
der die Annonacin-induzierte Hemmung des Proteasoms in den transgenen Mäusen erklären 
könnte, wäre die bereits durch die Überexpression des mutierten Tau-Proteins verursachte 
Auslastung des UPS. Die Herbeiführung von oxidativem Stress durch die Hemmung des 
mitochondrialen Kompex-I bewirkt eine zusätzliche Belastung für das UPS, wie es bereits im 
Rotenon-Modell gezeigt werden konnte (Höglinger et al., 2005). Eine Kombination dieser beiden 
Mechanismen könnte zu einer Überforderung des UPS und in der Folge zu einer Tau-
Akkumulation führen. In vitro-Studien konnten zeigen, dass die proteasomale Aktivität alleine 
durch die Phosphorylierung von Tau (Poppek et al., 2006)  und die Interaktion mit PHF-Tau 
(Keck et al, 2003) gehemmt wird. Die in unserer Studie beobachtete Annonacin-induzierte 
Zunahme von phosphoryliertem Tau und Sarosyl-unlöslichem Tau in den R406W
+/+
-Mäusen 
könnten also erklären, warum in den R406W
+/+
-Mäusen, nicht aber in den R406W
-/-
-Mäusen eine 
Annonacin-induzierte Hemmung des Proteasoms stattfand. Im Gegensatz zu Tau wird alpha-
Synuclein vornehmlich durch Autophagie abgebaut (Winslow et al., 2010). Wir fanden weder in 
den R406W
+/+
- noch den R406W
-/-
-Mäusen eine Veränderung der alpha-Synuclein-Spiegel nach 
Annonacin-Intoxikation.  
4.2. Akkumulation von unlöslichem Tau-Protein und  vermehrte 
Phosphorylierung von Tau durch Kinasen im Hirngewebe der R406W+/+-
Mäuse nach Annonacin-Exposition 
Neben der Akkumulation von löslichem Tau-Protein konnten wir einen Annonacin-induzierten 
Anstieg von Sarkosyl-unlöslichem Tau-Protein in den R406W
+/+
-Mäusen beobachten. Sowohl 
das humane als auch das murine sowie phosphorylierte Tau-Protein zeigte sich in der Sarkosyl-
unlöslichen Fraktion des Hirngewebes der R406W
+/+





hingegen nicht so in den R406W
-/-
-Mäusen. Die Ablagerung von unlöslichem Tau ist eine bereits 
fortgeschrittene Stufe der Tau-Fehlfunktion (s. Abschnitt 1.1.5.) und stellt das gemeinsame 
Charakteristikum der Tauopathien dar. Da sich in der histopathologischen Analyse des 
Hirngewebes der R406W
+/+
-Mäuse keine unlöslichen Tau-Strukturen im Sinne von NFTs 
nachweisen ließen, handelt es sich bei der unlöslichen Tau-Fraktion im Western-Blot 
möglicherweise um Vorstufen der NFTs, die sogenannten „Pre-Tangles“. Hier sei aber betont, 
dass die histologische Aufarbeitung und deren Diskussion Gegenstand einer weiteren 
Dissertation ist. 
In den R406W+/+-Mäusen bewirkte die Annonacin-Exposition einen Anstieg des phosphorylierten 
murinen und humanen Tau-Proteins an den Epitopen Ser202/Thr205 (AT8) und Thr231 (AT180), 
und zwar in einem noch größeren Ausmaß, als es für das gesamte Tau-Protein (Antikörper Tau5, 
T14, HT7) der Fall war. So waren die Quotienten AT8/Tau5 und AT180/Tau5 in den R406W+/+-
Mäusen nach Annonacin-Exposition signifikant erhöht. In den R406W
-/-
-Mäusen kam es 
hingegen zu keiner Zunahme des phosphorylierten Tau-Proteins. 
Erstmals konnte mit dieser Arbeit eine Zunahme der Tau-Phosphorylierung nach Annonacin-
Exposition gezeigt werden. Vorausgegangene Studien über den Effekt von Annonacin auf das 
Tau-Protein in neuronalen Zellen bedienten sich in vitro-Modellen mit fetalen mesencephalen 
Zellen, in denen zwar eine Umverteilung, jedoch keine Zunahme von phosphoryliertem Tau 
beobachtet werden konnte (Escobar-Khondiker et al., 2007). Da Tau in fetalen Neuronen 
physiologisch hyperphosphoryliert ist (Goedert et al., 1994), ließen sich aus diesem Modell keine 
Schlüsse über die Auswirkung von Annonacin auf die Tau-Phosphorylierung ziehen.  
Die Zunahme der Tau-Phosphorylierung in den R406W
+/+
-Mäusen nach Annonacin-Exposition 
ließ eine Aktivierung von Tau-Kinasen vermuten. Wir überprüften daher mittels Western-Blot 
die Protein-Spiegel der Kinasen, die Tau an den durch die Antikörper AT8- und AT180-
markierten Epitope phosphorylieren können.  Dabei wählten wir diejenigen, die am häufigsten 
mit Tauopathien assoziiert wurden (s. Kapitel 1.3). Dies waren GSK-3beta, ERK1/2, SAPK/JNK 
und Cdk5 mit ihren Regulatoren p35 und p25.  Die Protein-Spiegel der SAPK/JNK und ERK1/2 
waren nach Behandlung mit 6 und 9 mg/kg Annonacin sowohl in den  R406W
+/+
- als auch in den 
R406W
-/-
-Mäusen erhöht. Ein unmittelbarer Zusammenhang mit der Zunahme des 
phosphorylierten Tau-Proteins nach Annonacin-Exposition ist unwahrscheinlich, da diese nur in 
den  R406W+/+-Mäusen auftrat. Der GSK-3beta-Spiegel war hingegen nur in den R406W+/+-





mg/kg auf, in Übereinstimmung mit einem erhöhten AT180/Tau5-Quotienten in den R406W+/+-
Mäusen bei Exposition mit 9 mg/kg Annonacin. Eine vermehrte Phosphorylierung von Tau an 
dem AT180-markierten Epitop Thr231 könnte daher durch eine Aktivierung der GSK-3beta 
hervorgerufen sein. Bei einer Annonacin-Dosis von 6 mg/kg blieb der Effekt auf die GSK-3beta 
unklar. Es kam zwar zu keiner Veränderung des GSK-3beta-Spiegel, aber sowohl zu einem 
Anstieg der aktivierten pGSK-3beta(Y216) als auch der inaktivierten pGSK-3beta(Ser9). Die 
Cdk5-Spiegel zeigten sich in den R406W
+/+
- und in den R406W-/--Mäusen nach 6 und 9 mg/kg 
Annonacin erhöht. Jedoch kam es ausschließlich in den R406W+/+-Mäusen zu einer 
eindrücklichen Erhöhung des p35/p25-Quotienten, um das 10-fache bei einer Annonacin-Dosis 
von 6 mg/kg und um das 20-fache bei einer Annonacin-Dosis von  9 mg/kg. Die vermehrte 
Spaltung des Cdk5-Aktivators p35 zu p25 wird mit einer  Überaktivierung der Cdk5 assoziiert (s. 
Abschnitt 1.1.4.2.2). Der Anstieg des p35/p25-Quotienten nach Annonacin-Exposition in den 
R406W
+/+
-Mäusen korreliert mit dem beobachteten AT8/Tau5-Quotienten, so dass sich eine 
Cdk5-induzierte Tau-Phosphorylierung an den AT8-Epitopen S202/T205 implizieren lässt. 
Zusammenfassend können daher GSK-3beta und Cdk5 in unserem Modell mit einer Schlüssel-
Rolle für die Annonacin-induzierten Tau-Phosphorylierung in den R406W+/+-Mäusen bedacht 
werden. GSK-3beta und Cdk5 wurden bereits vielfach mit Tau-Hyperphosphorylierung in 
Tauopathien in Verbindung gebracht. Interessanterweise scheint es ein enges Zusammenspiel von 
GSK-3beta und Cdk5 bei der pathologischen Phosphorylierung von Tau zu geben (s. auch 
Abschnitt 1.2.3.2). So scheint Cdk5 durch Phosphorylierung von Tau-Protein eine nachfolgende 
Phosphorylierung durch GSK-3beta zu katalysieren. Das durch den Antikörper AT180 markierte 
Epitop T231 wird durch GSK-3beta phosphoryliert. Kommt es jedoch zuvor zu einer 
Phosphorylierung des Epitops S235 durch Cdk5, fällt die GSK-3beta-vermittelte 
Phosphorylierung von T231 schneller und intensiver aus (Sengupta et al., 1997; Sengupta et al., 
2006). Aber auch eine inhibitorische Wirkung von Cdk5 auf GSK-3beta wurde beschrieben 
(Hallows et al., 2003; Vandebroek et al., 2005; Plattner et al., 2006). Für die 
Hyperphosphorylierung von Tau wurde der Verlust der inhibitorischen Kontrolle von Cdk5 über 
GSK-3beta verantwortlich gemacht, der mit einem erhöhten p25-Spiegel einherging (Plattner et 
al., 2006). Basierend auf der Hypothese der zuletzt zitierten Untersuchung könnte der erhöhte 
p25-Spiegel in den R406W+/+-Mäusen zu einer Beeinträchtigung der Hemmung von GSK-3beta 
durch Cdk5 führen und zu einer vermehrten Phosphorylierung sowohl der AT80- als auch der 





der Annonacin-induzierten Phosphorylierung von Tau lässt sich aus vorliegender Arbeit nicht 
entnehmen. Vielmehr bedarf es weiterer Studien, um das Zusammenspiel der Tau-Kinasen in 
diesem Modell aufzuklären. Für den Nachweis von Kinasen benutzten wir kommerzielle Kinase-
Antikörper. Die Western-Blot-Ergebnisse gaben das Expressionsniveau der jeweiligen Tau-
Kinasen auf der Protein-Ebene bzw. ihren Phosphorylierungsstatus oder den Spiegel ihrer 
Aktivatoren (p35, p25) wieder, so dass sich nur indirekte Rückschlüsse auf die Aktivität der Tau-
Kinasen treffen lassen. Unser Modell lässt keine Rückschlüsse auf die genauen Wirkweisen und 
Phosphorylierungs-Abfolgen der Tau-Kinasen zu, sondern erlaubt lediglich einen Blick im 
Querschnitt. Unsere Auswahl der Antikörper stellt in Anbetracht der Vielzahl an möglichen 
Phosphorylierungsstellen von Tau sowie der bereits bekannten Tau-Kinasen nur eine Auswahl 
dar, die sich auf die jeweils bekanntesten beschränken sollte. Das in vivo-System lässt unter 
anderem die natürliche Interaktion mehrerer Tau-Kinasen zu. Bislang finden sich wenige Studien, 
die sich mit der Rolle der Tau-Kinasen außerhalb von begrenzten in vitro-Modellen beschäftigt 
haben. 
4.3. Synergistischer Effekt von Mutation und Umweltfaktor 
Eine in vivo-Intoxikation mit Annonacin bewirkte bei einer Dosis von 6 mg/kg/Tag und 9 
mg/kg/Tag über drei Tage bereits einen Anstieg des humanen und murinen Tau-Proteins sowie in 
einem noch größeren Ausmaß einen Anstieg des phosphorylierten Tau-Proteins in den R406W+/+-
transgenen Mäusen. Diese Effekte zeigten sich ausschließlich in transgenen Mäusen, die humanes 
R406W-mutiertes Tau exprimierten, und nicht in den Mäusen, die nur endogenes Maus-Tau 
exprimierten (R406W
-/-
). Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein Umweltfaktor Einfluss 
auf den Krankheitsverlauf einer genetisch determinierten Tauopathie nehmen kann. 
Zu prüfen bleibt, ob eine längere in vivo-Intoxikation auch bei den Wildtyp-Mäusen zu einer Tau-
Pathologie führen kann.  Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass in dem von uns verwendeten 
transgenen Mausmodell die R406W
+/+
-Mutation alleine zu einer Tau-Pathologie führt. Unter dem 
Aspekt, dass es zu einer Hochregulation einiger Tau-Kinasen nach Annonacin-Exposition in den 
R406W
-/-
-Mäusen kam, wäre die Ausbildung von Tau-Pathologie auch in den nicht-transgenen 






4.4. Relevanz der Ergebnisse und Ausblick 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine systemische Exposition mit Annonacin über 
nur drei Tage bereits eine Tau-Pathologie in vivo erzeugen kann, wenn es in einem Maus-Modell 
angewendet wird, das eine R406W-mutierte Form des humanen Tau-Proteins exprimiert. Auch 
war es uns durch das gewählte Modell erstmals möglich, eine Hyperphosphorylierung von Tau 
durch  Annonacin-Exposition nachzuweisen. Wie bereits unter Kapitel 1.4.2. erläutert, scheint es 
eine Reihe von genetischen Prädispositionen für sogenannte sporadische Tauopathien zu geben. 
Am bekanntesten ist dabei der Tau-Haplotyp H1. Ebenso lassen die unterschiedliche 
phänotypische Ausprägung und Krankheitsdauer der autosomal-dominant vererbten FTDP-17T 
annehmen, dass Umwelteinflüsse die Ausprägung der Pathologie und  Klinik der FTDP-17T 
mitbestimmen. Annonacin ist ein mitochondrialer Komplex-I-Hemmer, der mit dem Auftreten 
eines atypischen Parkinson-Syndroms auf der karibischen Insel Guadeloupe in Zusammenhang 
gebracht wurde (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Caparros-Lefebvre, et al. 2002; Lannuzel et 
al., 2007). Obwohl Annonacea-Gewächse geographisch eine begrenzte Verbreitung haben, diente 
uns Annonacin als Modell für eine Reihe anderer mitochondrialer Komplex-I Inhibitoren von 
globalerem Vorkommen (Höllerhage et al., 2009; Schapira, 2010). Unsere Ergebnisse sind nicht 
nur im Zusammenhang mit dem atypischen Parkinson-Syndrom von Guadeloupe und 
Neukaledonien relevant. Sie zeigen auch beispielhaft, in welchem Ausmaß Umweltfaktoren die 
Ausprägung der Tau-Pathologie in FTDP-17T beeinflussen könnten und, andersherum, wie 
genetische Prädispositionen im Zusammenspiel mit Umweltfaktoren das Auftreten sogenannter 
sporadischer Tauopathien beeinflussen könnten.  
Gleichzeitig stellt diese Studie ein Modell vor, mit dem die molekularen Mechanismen untersucht 
werden können, die durch die Interaktion von Umweltgiften und Tau-Mutationen zu der 
Entstehung von Tau-Pathologie führen. So konnten wir zeigen, dass die Annonacin-Exposition in 
den R406W
+/+
-Mäusen zu einer erhöhten Expression von Tau-Kinasen und zu einer Hemmung 
des Proteasoms führt. Insbesondere die Beteiligung von Tau-Kinasen in der Entstehung von 
Tauopathien stellt einen wertvollen Ansatzpunkt für kausale Therapien dar. Inhibitoren der GSK-
3beta wie Lithium, Valproat und Tideglusib sind bereits in klinischen Studien untersucht worden 
(www.clinicaltrials.gov). In der kürzlich abgeschlossenen multizentrischen Phase II-Studie von 
Tideglusib in Patienten mit PSP konnte gezeigt werden, dass eine einjährige Behandlung mit dem 
GSK-3beta-Inhibitor zu einer Reduktion der Hirnatrophie im Vergleich zum Placebo-Arm führte 





ihr Aktivator p25 in unserem in vivo-Modell die Entstehung von Annonacin-induzierter Tau-
Pathologie verhindern kann und ob Inhibitoren von Cdk5 und p25 in der Anwendung an 
Patienten Erfolg bringen.  
5. Zusammenfassung 
 
Diese Arbeit untersuchte die Effekte der in vivo-Exposition durch dem natürlichen 
mitochondrialen  Komplex-I-Hemmer Annonacin in einem transgenen Mausmodell mit einer 
FTDP-17T-Mutation des Tau Proteins (R406W
+/+
) verglichen mit einem Wildtyp-Mausmodell 
(R406W
-/-
). Es sollte untersucht werden, ob und über welche Pathomechanismen Annonacin in 
vivo zu einer Akkumulation und Hyperphosphorylierung von Tau führt und inwieweit eine 





-Mäuse über drei Tage mit Annonacin-Dosen von 6 
mg/kg/Tag und 9 mg/kg/Tag oder Placebo mittels subcutaner osmotischer Pumpe behandelt. 
Mittels Western-Blot-Analyse untersuchten wir die die Effekte der Annonacin-Exposition auf das 
Tau-Protein im Hirngewebe beiden Maus-Gruppen. 
Wir konnten zeigen, dass Annonacin zu einem Anstieg sowohl des humanen als auch des 
murinen Tau-Proteins im frontalen Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse führt. In den R406W
-/-
-
Mäusen kam es hingegen zu keiner Erhöhung des Tau-Protein-Spiegels nach Annonacin-
Exposition. Wir verglichen daraufhin die Tau-Expression auf mRNA-Ebene und die Aktivität des 
Proteasoms unter den oben genannten Gruppen. Dazu bedienten wir uns der DNA-
Quantifizierung mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) und eines Essays für die 
proteasomale Aktivitätsmessung. Die Akkumulation von Tau-Protein in den R406W
+/+
-Mäusen 
nach Annonacin-Exposition ging nicht mit einer vermehrten Expression von Tau-mRNA einher. 
Doch führte Annonacin im Hirngewebe der R406W
+/+
-Mäuse zu einer Hemmung der 
proteasomalen proeolytischen Aktivität. Anzunehmen war daher, dass ein verminderter Abbau 
durch das Ubiquitin-Proteasom-System die Annonacin-induzierte Akkumulation von Tau-Protein 
in den R406W
+/+
-Mäusen hervorrief. Mittels Western-Blot-Analyse untersuchten wir den Effekt 
von Annonacin auf die Expression der wichtigsten Tau-Kinasen im Hirngewebe der Versuchs-
Mäuse und fanden in den R406W
+/+
-Mäusen eine mit dem Anstieg der Tau-Phoyphorylierung 
korrelierende erhöhte Expression von GSK-3beta, Cdk5 und dem pathologischen Cdk5-Aktivator 





Therapiestrategien von Tauopathien mittels Kinase-Inhibitoren relevant. Das R406W+/+-
Mausmodell sowie die kontinuierliche in vivo-Intoxikation mit Annonacin über eine subcutan-
implantierte Pumpe stellten aufschlussreiche Instrumente für die Erforschung von Tauopathien 
dar, waren in ihrer  Kombination hilfreich für die Beantwortung unserer Frage nach der 
Interaktion zwischen Umwelt und Genetik und konnten zusätzliche Hinweise auf die zugrunde 
liegenden Pathomechanismen erbringen. 
Auf diese Weise konnten wir neue Einblicke in die der Tau-Akkumulation und Tau-
Hyperphosphorylierung zu Grunde liegenden Pathomechnismen gewinnen.  
Mit vorliegender Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass es zu einem 
synergistischen Effekt von genetischer Prädisposition und Umwelt kommt, indem ein 
Umweltfaktor Einfluss auf den Krankheitsverlauf einer genetisch determinierten Tauopathie 
nehmen kann. Der Umweltfaktor Annonacin lässt sich dabei als Prototyp für weitere, global 
vorkommende mitochondrialen Komplex-I-Inhibitoren verstehen. Auch lässt sich 
möglicherweise das von uns eingesetzte FTDP-17T-Modell für die R406W Mutation auf andere 
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